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公开 了 诱导 多 潜能 干细胞 的 方法 和 组 合 物 。 
例如 ,在 一 些 方面 描述 了 使 用 报告 基因 产生 诱导 
的 多 潜能 干细胞 的 方法 ,此 外 ,本 发 明 提 供 了 背 
型 的 重 编程 载体 ,其 中 使 用 了 报告 基因 。 
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1. 重 编程 载体 ,其 包含 多 顺 反 子 表达 盒 , 其 中 所 述 
和 与 所 述 转录 调节 元 件 可 操作 地 连接 的 第 一 和 第 二 多 


书 


1/2 页 


多 顺 有 反 子 表达 盒 包含 转录 


调节 元 件 ; 


码 序列 ,其 中 所 述 第 一 编码 序列 编码 


第 一 重 编程 因子 并 且 所 述 第 二 编码 序列 编码 第 二 重 9 


i 程 因子 ,其 中 所 述 重 编程 载体 是 基于 


Epstein-Barr 病 毒 EBV) 的 载体 ,并 且 其 中 进一步 地 所 述 第 一 和 第 二 重 编程 因子 选 自 Sox、 


Oct、Nanog、Lin28、Klf4 和 c-Myc。 


2. Wp i 程 载体 ,其 中 所 述 表 达 盒 


含 与 所 述 转 录 调 节 元 件 可 操作 地 连 


接 的 第 三 编码 序列 ,其 中 所 述 第 三 编码 让 编码 5 于 报告 分 子 或 选择 标志 物 。 


3. 权 和 要 2 的 让， i 程 载体 ,其 其 中 所 述 第 三 编码 序列 编码 选择 标志 物 。 


4. 权 利 要 求 3 的 重 编 程 载体 ,其 其 中 所 述 选 择 标志 物 是 抗生素 抗 性 标志 物 。 


5. 权 利 要 求 2 的 重 编程 载体 ,其 中 所 述 报告 分 子 是 
才 素 乙酰 转移 酶 (CAT 、 萤 光 素 酶 或 6- 半 乳糖 芽 酶 。 


6. 权 利 要 求 5 的 重 编 程 载体 ,其 中 所 述 灾 光 重 白 是 绿色 痰 光 重 白 (GFP) 、 红 色 


(RFP) 、 蓝 色 荧 光 和 蛋白 BFP) 或 黄色 荧光 蛋白 (YFP) 。 


细胞 表面 标志 物 、 严 光 和 蛋 白 » 表 位 » 氧 


7. 权 利 要 求 1 的 重 编程 载体 ,其 中 Sox 是 Sox-1、Sox-2、Sox-3、Sox-15 或 Sox-18。 


8. 权 利 要 求 1 的 重 纪 4。 


9. 权 利 要 求 1 的 重 纺 程 载体 ,其 中 所 述 第 一 或 第 二 


c-Myc。 


灾区 重 日 


重 编程 因子 是 Nanog、Lin28、K1f4 或 


10. 权 利 要求 1 的 重 编程 载体 ,其 中 所 述 表达 盒 还 包含 一 个 或 多 个 IRES。 
11. 权 利 要 求 10 的 重 编程 载体 ,其 中 所 述 IRES 选 自 : 脑 心 肌 炎 病毒 1RES、 小 核糖 核酸 病 


每 IRES、 口 蹄 病 病毒 IRES、 甲 肝病 毒 IRES、 丙 肝病 毒 IRE 


5、 人 类 鼻 病 毒 IRES、 次 角 灰 质 炎 病毒 


IRES、 猪 水 疱 病 病 毒 1RES、 芜 背 花 叶 蕊 铃 萝 Y 病 毒 属 病毒 IRES、 人 类 成 纤维 细胞 生长 因子 
莫 洛 尼 氏 鼠 白 血 病 病毒 IRES、 人 类 鼻 


2mRNA IRES 瘟病 毒 属 IRES 、 利 什 坚 原 虫 RNA 病 毒 IRES、 


病毒 14IRES 口蹄疫 病毒 ITRES` 人 类 免疫 球 蛋 白 重 链 结合 蛋白 mRNA IRES、 果 蝇 触 角 足 基因 


mRNA IRES、 人 类 成 纤维 细胞 生长 因子 2mRNA IRES . 庚 型 肝炎 病毒 IRES、 烟 草花 时 病毒 属 


TIRES 血管 内 皮 生 长 因子 mRNA TIRES、 柯 萨 奇 B 组 病毒 IRES、c-myc 原 癌 基 因 mRNA TIRES、 人 类 


MYT2 mRNA IRES、 人 类 双 埃 可 病毒 属 1 型 病毒 IRES、 人 类 


双 埃 可 病毒 属 2 型 病毒 IRES、 真 核 启 


动因 子 46I mRNA IRES、Plautia stali 肠 道 病 毒 IRES、 泰 勒 民 和 鼠 脑 疹 髓 炎 病 每 IRES、 牛 肠 道 
病毒 TIRES .连接 和 蛋白 43mRNA IRES、 同 源 域 蛋 白 Gtx mRNA IRES、AML1 转 录 因 子 mRNA IRES、 
NF-KkB 阻 抑 因子 mRNA IRES、X- 连 锁 凋 亡 抑制 剂 nRRNA IRES、 蜂 蛇 麻 瘟病 毒 RNA IRES、p58 


(PITSLRE) 蛋白 激酶 mRNA IRES、 马 氨 酸 脱羧 酶 mRNA IRES、 连 接 策 白 -32mRNA IRES、 牛 病毒 
人 类 免疫 缺陷 病毒 和 1 型 gag3 


性 腹泻 病毒 IRES、 胰 岛 素 样 生 长 因子 I 受 体 mRNA IRES、 


猪 况 病 毒 IRES、 卡 波 西 肉 瘤 相 关 疱 疹 病 毒 IRES、 人 选 白 随 


基因 TIRES、 


机 窒 核 芽 酸 文库 的 短 IRES、Jembrana 


病 病 毒 IRES、 调 亡 和 蛋白 酶 激活 因子 ImRNA IRES、 趟 谷 绕 管 


是 病毒 ITRES、 阳 离子 型 氮 


基 酸 转运 


子 mRNA IRES、 人 类 胰岛 素 样 生 长 因子 11 引 导 和 蛋白 2mRNA IRES、 贾 第 鞭毛 虫 病 


Smad5 mRNA IRES、 猪 捷 申 病毒 -1talfan IRES、 果 出 


EE 


属 IRES、 


里 无 毛 基 因 mRNA IRES、hSNM1I mRNA 


IRES、Cbfal/Runx2mRNA IRES、Epstein-Barr 病 毒 IRES、 木 栓 褪 绿 环 斑 病 毒 IRES、 大 鼠 垂 体 


加 压 素 V1b 受 体 mRNA IRES 和 人 类 hsp7OmRNA IRES。 


12. 权 利 要 求 11 的 重 编程 载体 ,其 中 所 述 IRES 是 脑 心肌 炎 病 毒 IRES。 
13. 用 于 产生 人 话 导 的 多 潜能 干 (iPS) 细胞 群体 的 方法 ,所 述 方法 包括 以 下 步 又 
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日 


(a) 获得 一 个 或 多 个 根据 权利 要 求 4 的 重 编程 载体 ;和 
(p) 将 所 述 重 编 程 载体 导入 人 体 细胞 群体 的 人 细胞 中 以 提供 人 人 iPS 细胞 群体 。 
14. 权 利 要 求 13 的 方法 ,还 包括 以 下 步 又 : 
(c) 培养 导入 了 一 个 或 多 个 重 编 程 载体 的 人 细胞 以 扩展 群体 ;和 
(d) 选择 所 述 经 扩展 的 群体 的 子 代 细胞 ,其 中 所 述 子 代 细胞 具有 人 胚胎 干细胞 的 一 个 
或 多 个 特征 。 
15. 权 利 要求 13 的 方法 ,其 中 所 述 一 个 或 多 个 重 编程 载体 包括 编码 包含 Sox 和 0ct 的 重 
编程 因子 的 编码 序列 。 
16. 权 利 要 求 13 的 方法 ,其 中 通过 脂 质 体 转 染 、 电 穿孔 ,颗粒 友 击 
或 多 聚 阴 离子 将 所 述 一 个 或 多 个 重 编程 载体 导入 所 述 细胞 中 。 
17. 权 利 要 求 13 的 方法 ,其 中 所 述 和 人体 细胞 是 人 成 纤维 细胞 、 造 血细胞 或 间 质 细胞 。 
18. 权 利 要 求 17 的 方法 ,其 中 所 述 人 体 细胞 是 人 成 纤维 细胞 。 
19. 权 利 要 求 14 的 方法 ,其 中 所 述 特征 是 基本 上 丧失 所 述 报告 分 子 的 表达 。 
20. 权 利 要 求 14 的 方法 ,其 中 所 述 特 征 选 自问 光 激 活 的 细胞 分 选 (FACS) .CAT 测 定 或 发 
光 测 定 。 
21. 权 利 要 求 14 的 方法 ,其 中 所 述 特征 是 未 分 化 的 形态 。 
22. 权 利 要 求 14 的 方法 ,其 中 所 述 特 征 是 选 自 下 列 的 一 个 或 多 个 胚胎 干细胞 特异 性 标 
志 物 :SSEA-3、SSEA-4、Tra-1-60 或 Tra-1-81、Tra-2-49/6E、GDF3、REX1、FGF4、ESG1、DPPA2、 
DPPA4 和 PTERT。 
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产生 1PS 细 胞 的 方法 


[0001] ”本 申请 是 申请 号 200980138340.8 的 专利 申请 的 分 案 申 请 。 
[0002] ”发 明 背 景 


[0003] ”本 申请 要 求 2008 年 8 月 12 日 提交 的 美国 申请 号 61/088,054 的 优先 权 , 该 申请 的 全 
部 内 容 无 所 放弃 地 通过 引用 方式 特别 并 入 本 文 。 


1. 发 明 领 域 

[0004] ”本 申请 大 体 上 涉及 干细胞 领域 ,更 具体 而 言 ,本 申请 涉及 体 细胞 的 重 编程 
(reprogramming) 。 

[0005] ” 2. 相关 技术 描述 

[0006] “一般 而 言 ,干细胞 是 未 分 化 的 细胞 ,其 可 以 产生 成 熟 的 功能 性 细胞 的 演 蔡 。 例 如 ， 
造血 干细胞 可 以 产生 任意 的 不 同类 型 的 未 端 分 化 的 血液 细胞 .胚胎 干 ES) 细胞 源 自 胚胎 ， 
其 是 多 潜能 的 ,因此 具有 发 育成 任意 器 官 或 组 织 类 型 ,或 至 少 潜在 地 发 育成 完整 且 胎 的 能 
力 。 

[0007] “诱导 的 多 潜能 干细胞 (induced pluripotent stem cell) ,通常 简称 为 1 PS 细胞 或 
iPSC, 是 一 类 通过 插入 某 些 基因 人 工地 从 非 多 潜能 细胞 (通常 为 成 年 体 细 胞 ) 衍生 而 来 的 多 
潜能 和 干细胞。 人们 相信 ,在 很 多 方面 ,诱导 的 多 潜能 干细胞 与 天 然 多 潜能 干细胞 例如 胚胎 干 
细胞 是 相同 的 ,例如 在 以 下 方面 : 某 些 干细胞 基因 和 和 蛋白 的 表达 .染色 质 甲 基 化 的 式样 、 加 
倍 时 间 、 胚 状 体 (embryoid pody) 的 形成 、. 畸 胎 瘤 的 形成 、 活 内 合 体 的 形成 以 及 潜能 和 分 化 
能 力 , 但 是 其 与 天 然 多 潜能 干细胞 的 相关 性 的 完整 程度 仍 待 确定 。 
[0008] ”IPS 细胞 首先 于 2006 年 从 小 鼠 细 胞 中 产生 (Takahashi 等 人 ,2006) ,于 2007 年 从 人 
类 细胞 中 产生 (Takahashi 等 人 ,2007;Yu 等 人 ,2007) ,这 在 干细胞 研究 中 被 认为 是 重要 的 进 
展 , 因 为 这 可 以 允许 研究 人 员 获 得 多 洪 能 干细胞 而 不 必 和 争议 性 地 使 用 胚胎 ,多 洲 能 干细胞 
在 研究 中 具有 重要 意义 并 且 具 有 洪 在 的 治疗 性 应 用 。 

[0009] ”但 是, 在 这 些 诱导 的 多 潜能 干 (iPS) 细胞 的 研究 的 现 阶段 ,产生 iPS 细 胞 的 效率 低 
下 ,这 阻碍 了 iPS 细 胞 在 临床 研究 中 的 应 用 ,因此 ,需要 开发 一 种 增强 产生 诱导 的 多 潜能 干 
细胞 的 效率 的 方法 。 
[0010] ”发 明 概述 

[0011] “本 发 明 通过 以 改善 的 效率 提供 诱导 的 多 潜能 干细胞 而 克服 了 本 领域 中 的 主要 缺 
陷 。 在 第 一 个 实施 方式 中 ,提供 了 用 于 产生 诱导 的 多 潜能 干 (iPS) 细胞 群体 的 方法 ,所 述 方 
法 包括 以 下 步骤 : (a) 获得 一 个 或 多 个 重 编程 载体 ,每 个 载体 包含 表达 盒 ,所 述 表 达 盒 包含 : 
(ji) 转录 调节 元 件 ; (ii 与 所 述 转录 调节 元 件 可 操作 地 连接 的 第 一 核 苷 酸 序列 ,其 中 所 述 第 
一 核 芽 酸 序列 编码 重 编程 因子 或 报告 分 子 ; (iii) 位 于 所 述 第 一 核 苷 酸 序列 的 3 端的 IRES; 
和 (iV) 编码 重 编程 因子 或 报告 分 子 的 第 二 核 苷 酸 序列 ,其 位 于 所 述 IRES 的 3 端 ,从 而 所 述 
第 二 核 芽 酸 序 列 受 到 所 述 IRES 的 翻译 控制 ,其 中 : (1) ,如 果 所 述 第 一 核酸 编码 重 编程 因子 ， 
则 所 述 第 二 核 昔 酸 序列 编码 另 一 重 编程 因子 或 报告 分 子 ;: 和 (2) 如 果 所 述 第 一 核酸 编码 报 
告 分 子 , 则 所 述 第 二 核 苷 酸 序列 编码 重 编程 因子 ; (b) 将 所 述 重 编程 载体 导入 体 细胞 群体 的 
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细胞 中 ; (0) 培养 所 述 细胞 以 扩展 所 述 群 体 ; (d) 选择 所 述 经 扩展 的 群体 的 子 代 细胞 ,其 中 所 


述 子 代 具 有 胚胎 干 


体 。 
[0012] 


在 一 些 方面 ,所 述 第 一 


细胞 的 


一 个 或 多 个 特 


征 ; 和 (e) 培养 所 选择 的 子 代 细胞 以 提供 


核 苷 酸 户 


列 编码 重 多 


i 程 因子 并 且 所 述 第 


报告 分 子 ,反之 亦 可 ,因此 报告 基因 的 同时 表达 辅助 妇 


[0013] 


位 于 第 二 IRES 的 3 了 


为 了 在 同一 转录 调节 元 件 下 内 


iPS 细 胞 群 


核 戎 酸 序列 编码 


D0 下文 描述 的 重 


i 程 细胞 的 选择 。 


表达 多 个 重 乡 


省 的 第 三 核 苷 酸 


译 控 囊 
上 任意 情 
效率 。 
[0014] 


1 在 一 些 实施 方式 中 ,所 述 第 一 和 第 
况 下 ,报告 分 子 可 由 第 一 


par 


` 第 


序列 ,从 而 所 述 第 


i 程 因子 ,表达 盒 


可 以 包含 第 二 IRES 和 


三 核 音 酸 


序列 受到 所 述 第 二 IRES 的 翻 


核 苷 


发 序 列 可 以 


纪 


或 第 三 


核 莽 酸 户 
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码 不 同 的 重 
了 码 以 改善 转 染 和 


i 程 因子 ,在 以 
iPS 细 胞 选择 


本 发 明 的 能 力 部 分 依赖 于 报告 分 子 的 表达 ,例如 欧 光 蛋白 ,其 作为 感染 


示 , 一 般 


导 为 多 潜 


与 来 自 同 


和 四- 
儿 翅 


多 顺 有 反 子 转录 本 的 重 s 
能 , 则 所 述 报告 分 子 即 ; 


i 程 


例如 ,上 述 方法 的 步骤 c) 可 


效率 的 指 


基因 的 表达 水 平 相 关联 ,一 旦 细胞 被 完全 诱 
以 进一步 包括 选择 体 细胞 


的 群体 ,其 中 所 述 体 细胞 表达 报告 分 子 ,并 且 培 养 所 选 细 胞 以 扩展 该 群体 ,因此 ,在 一 些 方 


[0015] 
系 己 


[0016] 
列 所 名 


和 码 的 TiPS 重 多 


面 ,可 以 使 用 缮 光 辅 助 的 细胞 分 选 法 (FACs) 基于 报告 分 子 例 
被 感染 (从 最 低 效率 感染 至 最 高 效率 感染 ) 的 细胞 。 


如 荧光 和 蛋 


在 示例 性 的 实施 方式 中 ,报告 分 子 可 以 是 
酰 转 移 酶 (CAT) 、 萤 光 素 酶 或 B- 半 乳糖 苷 酶 .例如 ,所 述 
(GFP) 红色 奕 光 蛋白 (RFP) 、 蓝 位 奖 》 
所 用 的 报告 分 子 , 步 又 c) 中 的 选择 可 
定 或 本 领域 普通 
染 的 细胞 .替代 性 的 或 互补 性 的 方法 
区 法 (例如 Northern 印 


技术 人 员 已 知 的 任何 


是 ,使 用 党 


细胞 表面 标志 物 、 灾 光 重 


白 的 表达 水 平 来 选择 


白 、 表 位 、 氧 香 


区 光 蛋 白 


蛋白 (BFP) 或 黄色 菊 》 


用 于 检测 或 1 


As 对 < 


是 ZE 


以 包括 严 光 激活 的 细胞 分 选 (FACS) 、.CAT 洲 
报告 分 子 表达 的 方法 
规 方法 例如 RT-PCR、 原 位 杂交 、RNA 阵 列 或 杂 


重 白 (YFP) ， 


可 以 是 绿色 荧光 蛋白 
或 其 变 体 .取决 于 

定 、 发 光 测 
,以 选择 有 效 转 


2 


一 


Nanog、Lin28 1f4 或 c-Myc; 重 乡 
Lin-28 的 组 ;或 包含 Sox-2、0ct4、KIf 和 任 
在 另 一 个 实施 方式 中 ,载体 可 以 是 病 


[0017] 


i 程 因 子 可 以 包括 来 自 Sox 家 族 的 至 少 
个 成 员 。,Sox 和 0ct 被 认为 是 指定 ES 细胞 特 
1、Sox-2、Sox-3、Sox-15 或 Sox-18;0ct 可 以 是 0ct-4。 另 外 的 因子 可 以 增强 重 乡 


i 程 因 


子 的 特 


迹 ) 测定 子 代 细 胞 中 外 源 性 报告 分 子 轻 录 本 的 不 存在 。 
在 本 发 明 的 进一步 的 实施 方式 中 ,一 个 或 多 个 重 编程 载体 中 包含 的 任意 核 甘 酸 


用 序 


个 成 员 和 来 自 0ct 家 族 的 至 少 一 
征 的 转录 调节 层级 的 中 心 .例如 ,Sox 可 以 是 Sox- 


程 效率 ,例如 


定 组 可 以 是 包含 Sox-2、0ct-4、Nanog 和 任 选 的 
选 的 c-Myc 的 组 。 


例如 鼠 白 1 


EE 


病 病 毒 MLV) 、 莫 洛 尼 氏 鼠 和 白 1 


载体 ,更 具体 而 言 可 以 是 逆转 录 病 毒 载 体 ， 


病 病毒 MMLV) .Akv-MLV、SL-3-3-MLV 或 其 它 密切 


相关 的 病毒 ,病毒 载体 还 可 以 是 慢 病 毒 载体 ,在 一 些 方 下 
复 区 (LTR) 以 介 导 ; 


毒 基 因 的 整合 。 


[0018] 


多 顺 反 子 转录 本 ,示例 ' 


毒 IRES、 芜 普 花 叶 马 铃 莫 Y 病 毒 局 
属 IRES 、 利 什 曙 原 虫 RNA 病 毒 IRES、 莫 洛 尼 氏 鼠 白 | 
病毒 IRES、 人 类 免疫 球 和 蛋白 重 链 结合 


生 的 IRES 可 以 是 脑 心 肌 炎 病毒 IRES、 小 核糖 核 
毒 IRES .甲肝 病毒 ITRES 丙肝 病毒 IRES、 人 类 上 鼻 病 毒 ITRES、 疹 上 艇 灰质 炎 病 毒 I 


i ,转录 调节 元 件 可 以 包含 长 未 端 重 


在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 通过 使 用 一 个 或 多 个 内 部 核糖 体 进入 位 点 (IRES) 来 使 用 


伶 病 毒 IRES 、 口 蹄 病 病 


病毒 1RES、 人 类 成 纤维 细胞 生长 因子 2mRNA IRES、 癌 病 


XE 


面 漠 = 


白 mRNA IRES、 


5 


病 病 毒 IRES、 人 类 香 病 毒 14IRES 口蹄疫 


果 量 触角 足 基因 


RES、 猪 水 疱 病 病 


EE 


(Antennapedia) mRNA 


说 
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管内 皮 生 长 因子 mRNA 


明 书 


IRES、 人 类 成 纤维 细胞 生长 因子 2mRNA IRES、 庚 型 肝炎 病毒 I[RES、 烟 草花 叶 病 毒 属 IRES、1 
IRES 、 柯 萨 奇 8 组 病毒 IRES、c-myc 原 瘤 
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基因 mRNA IRES、 人 类 MYT2mRNA 


an 


IRES、 人 类 双 埃 可 病毒 属 1 型 病毒 IRES、 人 类 双 埃 可 病毒 属 2 型 病毒 1RES、 真 核 启 动因 子 4GI 


mRNA IRES、Plautia stali 上 肠 道 病毒 IRES、 泰 勒 氏 鼠 脑 内 


连接 和 蛋 
子 mRNA IRES、X- 连 锁 凋 亡 摘 第 
酶 nRNA IRES、 鸟 氨 


胰岛 素 样 生长 因子 I 受 体 mRNA TIRES、 人 类 免疫 


白 43mRNA IRES、 同 源 域 蛋白 Gtx mRNA 


滩 脱 羧 酶 mRNA IRES .连接 蛋白 -32mRNA IRES、 午 病 


髓 炎 病毒 IRES、 午 肠 道 病毒 IRES、 


IRES、AML1 转 录 因 子 mRNA IRES NEF-xkB 阻 抑 因 


| 剂 mRNA IRES、 紧 蛇 麻 瘟病 毒 RNA IRES、p58 (PITSLRE) 蛋白 激 


毒性 腹泻 病毒 IRES、 
候 陷 病毒 导 1 型 gag 基 因 ITRES、 猪 瘟病 毒 IRES、 卡 


波 西 肉瘤 相 关 疱 疹 病 备 IRES、 选 自 随 机 寡 核 甘酸 


文库 的 短 IRES、Jembrana 病 病毒 IRES、 凋 亡 


怜 转 运 子 mRNA IRES、 人 类 胰 
IRES、Smad5mRNA IRES、 猪 捷 申 病 


岛 素 样 生 长 因子 
性-ltalfan 


EE 


hSNMImRNA IRES 、Cbfal/Runx2mRNA IRES、Epstein-B 
IRES、 大 鼠 重 体 加 压 素 V1b 受 体 nRNA IRES、 人 类 hsp70mRNA IRES 或 其 


件 可 以 是 脑 心 肌 炎 病毒 IRES。 
[0019] 
或 多 聚 阴 离子 或 适合 用 于 将 外 


蛋白 酶 激活 因子 1mRNA IRES、 禾 谷 缮 管 蚜 (Rhopalosiphum padi) 病毒 IRES、 阳 离子 型 氮 3 


在 其 它 实 施 方式 中 ,可 以 通过 脂 质 体 转 染 、 电 窑 孔 、 颗 粒 和 下 击 、 磷 本 
源 遗 传 元 件 导 入 细胞 的 任何 方法 导入 所 述 重 乡 


EEE 文生 


A IRES、 贾 第 纵 毛 虫 病毒 属 
IRES、 果 量 无 毛 基 因 (Hairless)mRNA IRES、 

毒 IRES、 木 樟 褪 绿 环 斑 病 毒 
> 体 ,特别 地 ,TRES 元 


IT 引导 和 蛋白 2mRN 


arr; 


发 钙 、 多 聚 阳 离子 
ji 程 载 体 。 


[0020] 
细胞 可 以 是 林立 
细胞 .例如 ,所 述 体 细胞 是 成 纤维 细胞 .所 述 体 
受 试 者 ,特别 是 活 的 人 类 受 试 者 。 来 自 这 

源 的 这 些 体 细 胞 ,例如 选择 的 人 类 个 体 。 
[0021] 

的 形态 、 


胚胎 干细胞 特 


这些 体 细胞 的 子 代 的 基因 组 将 被 认为 是 源 目 


在 本 发 明 的 其 它 方面 , 体 细胞 可 以 来 自 哺 乳 动 物 , 或 更 具体 而 言 , 来 自 人 .所 述 体 
骨 分 化 的 细胞 ,或 组 织 干 细胞 ,包括 但 不 限于 ,成 纤维 细胞 , 造 


细胞 或 间 质 
细胞 可 以 来 自 组 织 细 胞 库 或 来 自选 择 的 人 类 
定 来 


在 一 些 方面 ,可 以 就 下 列 项 来 选择 子 代 细胞 :基本 上 丧失 报告 分 子 的 表达 、\ 未 分 化 
异性 标志 物 或 多 潜能 或 多 谱 


EE 


系 分 化 潜力 或 本 领域 已 知 的 任何 特征 ， 


或 其 组 合 。 可 以 在 转 染 后 的 一 个 或 多 个 时 间 点 执行 该 选择 步骤 ,以 争 


上 保 细 胞 处 于 多 潜能 


BE? 


态 并 且 不 回 到 分 化 的 状态 ,因此 ,选择 步 又 可 
后 的 时 间 , 例 如 将 重 s 
[0022] 具体 而 言 ,可 以 就 未 分 化 的 形态 来 i 


以 在 子 代 细 胞 进入 自我 持续 的 多 潜能 状态 之 
程 载体 导入 细胞 之 后 至 少 大 约 10 天 至 至 少 30 天 。 
选择 子 代 细胞 ,因为 这 比较 方便 .胚胎 干细胞 竺 


异性 标志 物 可 以 是 选 自 下 列 的 一 个 或 多 个 特异 


性 标志 物 :SSEA-3、SSEA-4、Tra-1-60 或 Tra- 


1-81 、Tra-2-49/6E`.GDF3、REX1、FGF4、ESG1、DPPA2 、DPPA4 和 PTERT。 


[0023] 
绿 


| 


在 具体 的 方面 ,可 以 基于 
四 胞 ,这 是 因为 , 随 着 细胞 变 成 多 潜能 的 , 重 


编程 .可 以 基于 导入 的 报告 基因 通过 荧光 激活 


基本 上 无 导入 的 报告 基因 的 表达 将 子 代 细 胞 选 定 为 1iPS 
i 程 的 细胞 能 
基本 上 丧失 报告 分 子 的 表达 (例如 严 光 ) 是 除了 形态 


够 使 外 源 导 入 的 物质 沉默 。 因 此， 
学 特征 之 外 的 指 征 :指示 该 细胞 已 被 重 
的 细胞 分 选 (FACS) .CAT 测 定 法 或 发 光 测定 法 


来 选择 此 类 特征 。 


基本 上 丧失 报告 基因 表达 意 


思 是 iPS 细 胞 群体 的 少 于 1%、0.5%、 


0.1% .0.05%6 或 任何 其 中 间 百 分 率 的 细胞 包含 外 源 报告 分 子 表达 


L0024] 在 其 它 方面 , 重 编程 载体 也 公开 为 :包含 表达 盒 , 所 述 表 人 达 合 包含 : (a) 转录 调节 元 
件 ; (p) 与 所 述 转录 调节 元 件 可 操作 地 连接 的 第 一 核 苷 酸 序列 ,其 中 所 述 第 一 核 苷 酸 序列 纺 
码 重 编程 因子 或 报告 分 子 ; (c) 位 于 所 述 第 一 核 音 酸 序列 的 3 端的 IRES; 和 (d) ey i 程 
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说 明 书 


因子 或 报告 分 子 的 第 二 核 音 
到 所 述 IRES 的 翻译 控制 ,其 中 : 


发 序列 ,其 位 于 所 述 IRES 的 3 端 , 从 而 所 述 第 二 核 音 


RE 
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发 序 列 


(i) ,如 果 所 述 第 一 核 


全 
峻 旨 


和 码 重 乡 


i 程 因子 , 则 所 述 第 二 核 音 酸 


序列 编码 另 一 重 多 
核 音 酸 序列 编码 重 
[0025] 


i 程 因子 


在 一 些 方面 ,所 述 第 一 
报告 分 子 , 反 之 亦 可 ;或 者 ,所 述 第 一 和 第 
一 转录 调节 元 件 的 控制 下 共 表 达 多 个 重 多 


ij 程 因 子 或 报告 分 子 ;: 和 (ii 如 果 所 述 第 一 核 


Le 


狼 编 码 报告 分 子 , 则 所 述 第 


核 甘 酸 序列 编码 重 


i 程 因子 并 且 所 述 第 


核 戎 酸 序列 编码 


核 若 酸 序列 s 


码 不 同 的 重 


i 程 因 子 。 为 了 在 同 


i 程 因子 ,表达 盒 可 以 包含 第 二 IRES 和 位 于 所 述 第 


二 IRES 的 3 端的 第 三 核 背 
制 。 在 以 上 任意 情 
细胞 选择 的 效率 。 


滩 序列 ,从 而 所 述 第 三 核 苷 
况 下 ,报告 分 子 可 


par 


发 序 列 


受到 所 述 第 二 IRES 的 翻译 控 


由 第 一 、 第 二 或 第 三 核 音 


序列 编码 以 改善 转 染 和 iPS 


[0026] 


在 其 它 方面 ,还 提供 了 重 


本 | 


转录 


吕 


ara 


外 


TS 


i 码 序列 编码 重 多 


得 序列 多 


j 码 第 二 重 乡 


i 程 载体 ,其 包含 多 顺 反 子 表 达 盒 ,所 述 表 达 盒 包含 : (a) 
j 节 元 件 : 和 (p) 与 所 述 转录 调节 元 件 可 操作 地 连接 的 第 一 和 第 二 乡 
i 程 因子 并 且 所 述 第 二 乡 


人 码 序列 ,其 中 所 述 
i 程 因子 或 报告 分 子 。 例 


如 ,所 


述 转录 调节 元 件 可 以 包含 长 来 端 


重复 区 、 启 动 子 、 


述 多 顺 反 子 表达 盒 中 的 第 二 


兽 强 子 .转录 控制 


元 件 等 ,包含 在 所 


J 以 编码 用 于 促 


的 序列 


口 


进 选择 


j 码 序列 的 表达 或 基本 上 交 


失 表 达 的 报告 分 子 ,以 辅助 重 5 


程 方法 ,或 者 ,所 述 第 二 


因子 ,以 通过 表达 来 日 同一 多 | 
数 和 插入 型 突 2 


i 码 序 
贰 反 子 转录 本 的 两 个 或 更 多 个 重 纪 


列 可 以 是 第 二 或 更 多 重 编程 
i 程 因子 来 减少 前 病毒 拷贝 


的 机 会 ,类似 地 ,多 顺 反 子 表 达 盒 可 以 包含 与 转 


的 一 个 或 多 个 另外 的 编码 序列 


(例如 ,第 三 、 第 四 或 第 五 


录 调 节 元 件 可 操作 地 连接 


人 码 序列 等 ) ,其 中 所 述 一 个 或 多 个 


男 外 的 编码 序列 编码 重 
生 和 又 抗 性 标志 物 或 表面 选择 标 


志 物 。 


[0027] 在 以 上 描述 的 重 9 


物 、 荧 光 和 蛋白 、 表 位 \` 氧 霉 素 
和 白 可 以 是 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 
(YFP) ,或 其 3 


位 


Cy 


` 红 色 荧 光 和 蛋白 (RFP) ` 蓝 


i 程 因子 、 报 告 分 子 或 选择 标志 物 。 例 如 ,所 述 选择 标志 物 可 以 是 抗 


i 程 载体 的 示例 性 实施 方式 中 ,报告 分 子 可 以 是 细胞 表面 标志 
乙酰 转移 酶 (CAT) 、` 萤 光 素 酶 或 B- 半 乳糖 苷 酶 .例如 ,所 述 严 光 
严 光 蛋白 (BFP) 或 黄色 严 光 蛋白 


AE 
Es 


> 体 ,例如 eGFP、eRFP、eBFP、eBFP2、eCFP、eYFP,。 在 一 些 方面 , 重 儿 


包含 选择 标志 
[0028] “在 重 纪 
码 的 1iPS 重 乡 


i 程 载体 的 进 一 


Sox-2、Sox-3、Sox-15 或 Sox-18;0ct 可 以 是 0ct-4。 另 外 的 因子 可 以 增强 重 乡 


物 , 例如 抗生素 抗 性 标志 物 。 


TS 


步 实施 方式 中 ,由 重 


ij 程 载体 中 包含 的 任意 核 背 
ji 程 因子 可 以 包括 Sox、Oct、Nanog、Lin28、1f4 或 c-Myc。 例 如 ,Sox 可 以 是 Sox-1、 


ij 程 载体 还 可 以 


必 序 列 所 编 


i 程 效率 ,例如 


Nanog、Lin28、Klf4 或 c-Myc。 在 男 一 个 实施 方式 中 ,载体 可 以 是 病毒 载体 ,更 具体 而 言 可 以 


是 逆转 录 病 毒 载 体 , 例 如 鼠 白 ] 


病 病毒 MLY) 、 英 洛 尼 氏 鼠 白 1 


病 病毒 MMLV) 、Akv-MLV、SL- 


3-3-MLV 或 其 它 密切 相关 的 病毒 ,病毒 载体 还 可 以 是 慢 病 毒 载体 、 腺 病毒 载体 、 基 于 


Epstein-Barr 病 毒 CEBV) 的 载体 ,在 一 些 方 站 


以 介 导 外 源 基因 的 整合 和 转录 


Le 


[0029] 
或 任何 足以 驱动 
核糖 核 


灰质 炎 病 毒 IRES、 猪 水 疱 病 病毒 IRES、 芜 普 花 叶 马 铃 莫 Y 病 毒 属 病毒 I[RES、 人 类 成 纤维 细胞 
生长 因子 2mRNA IRES、 瘟 病毒 属 IRES 、 利 什 坚 原 虫 RNA 病 毒 IRES、 莫 洛 尼 氏 鼠 和 白 1 


在 一 些 实施 方式 中 , 重 乡 


1 ,转录 调节 元 件 可 以 包含 长 末端 重复 区 (LTR) 


程 载体 可 以 包含 一 个 或 多 个 内 部 核糖 体 进入 位 点 (TIRES) 
i 码 序列 的 独立 翻译 的 序列 ,示例 性 的 IRES 可 以 是 脑 心肌 炎 病 毒 IRES、 小 
发 病毒 IRES、 口 蹄 病 病毒 IRES、 甲 肝病 毒 IRES、 丙 肝病 毒 IRES、 人 类 鼻 病 毒 IRES、 痊 人 髓 


月 


7 


苹 


病 病 


CN 107988261 A 


说 


TIRES、 人 类 鼻 病 毒 14IRES、 口 蹄 疫病 毒 TRES、 人 类 免疫 球 蛋 


明 书 
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白 重 链 结 


合 蛋 白 mRNA IRES、 果 量 


触角 足 基因 hntennapedia) mRNA IRES、 人 类 成 纤维 细胞 生长 因子 2mRNA IRES、 庚 型 肝炎 病 


癌 基 因 mRNA IRES、 人 类 MYT2mRNA IRES、 人 类 双 埃 可 病毒 属 1 型 病毒 IRES、 人 类 双 埃 可 病毒 
属 2 型 病毒 TRES、 真 核 局 动因 子 461 mRNA IRES、Plautia stali 肠 道 病 毒 IRES、 泰 勒 氏 鼠 脑 
炎 病 毒 IRES、 牛 肠 道 病毒 IRES、 连 接 蛋 白 43mRNA IRES、 同 源 域 蛋 白 Gtx mRNA IRES、 
A 转录 因子 mRNA IRES、NF-xkB 阻 抑 因 子 mRNA IRES X- 连 锁 凋 亡 抑 制剂 mRNA IRES、 紧 螃 麻 
辛 病 毒 RNA IRES、p58 (PITSLRE) 蛋白 激酶 mRNA IRES、 鸟 氮 


毒 IRES、 烟 草花 叶 病 毒 属 IRES、l 


32mRNA IRES、 牛 病毒 性 腹泻 病毒 IRES、 胰 


病毒 


库 的 短 IRES、Jemprana 病 病毒 ITRES 、j 
(Rhopalosiphum padi) 病毒 IRES、 阳 离子 型 氨基 


子 II 引 导 香 白 2mRNA 


管内 皮 生 长 因子 mRNA IRES、 柯 萨 奇 B 组 病毒 IRES、c-myc 原 


TRES、 


滩 脱 羧 酶 mRNA _IRES .连接 蛋白 - 
态 素 样 生 长 因子 I 受 体 mRNA IRES、 人 类 免疫 缺陷 
1 型 gag 基 因 IRES、 猪 瘟 病 毒 IRES、 卡 波 西 肉 瘤 相 关 疱 疹 病 毒 IRES、 人 针 自 随机 寡 核 背 
由 亡 蛋白酶 激活 因子 ImRNA IRES、 禾 谷 缮 管 蚜 
滩 转 运 子 mRNA TIRES、 人 类 胰岛 素 样 生长 因 
页 第 鞭毛 虫 病 毒 属 IRES .Smad5mRNA IRES、 猪 捷 申 病毒 -1talfan 


文 


IRES、 果 蝇 无 毛 基 因 (Hairless)mRNA IRES、hSNMImRNA IRES、Cbfal/Runx2mRNA IRES、 


Epstein-Barr 病 毒 IRES、 木 梯 寝 绿 环 斑 


hsp70mRNA IRES 或 其 2 


> 体 , 特 


IRES 或 口 蹄 病 病 毒 IRES 。 


[0030] 
方法 包括 以 下 步骤: 
导入 体 细胞 群体 的 


在 其 它 实 施 方 式 中 ,提供 
(a) 获得 如 上 所 述 的 一 个 或 多 个 重 乡 


四 胞 中 以 提供 


TS 


i 程 载体 可 以 包括 


[0031] 


[0032] 


人 码 包含 Sox 和 0ct 的 重 乡 
所 述 方法 还 可 以 包括 以 下 步骤 : (ce) 培养 细胞 以 扩展 群体 ;和 (d) 选择 经 扩展 的 群 
体 的 子 代 细 胞 ,其 中 所 述 子 代 细胞 具有 上 胚胎 干细胞 的 一 个 或 多 个 特 
括 另 外 的 步骤 (e) :培养 所 选择 的 子 代 细胞 以 提供 


i 程 因子 的 9 


对 于 包含 名 


胞 的 群体 ,其 中 所 选择 的 体 细胞 表达 报告 分 子 , 因 为 在 导入 重 


i 码 报告 分 子 的 编码 月 


表达 与 重 乡 


ij 程 因子 之 间 存 在 关联 。 在 一 些 方 国 


列 的 重 纪 


iPS 细 胞 群体 。 
程 载体 ,步骤 (c) 还 可 以 包括 选择 体 细 


病毒 IRES、 大 鼠 垂体 加 压 素 Vlb 受 体 mRNA IRES、 人 类 
别 地 ,IRES 元 件 可 以 是 脑 心肌 炎 病 毒 IRES、 小 核糖 核 


发 病毒 


了 用 于 产生 诱导 的 多 潜能 干 GPS) 细胞 群体 的 方法 ,所 述 
程 载体 ;和 (b) 将 所 述 重 纪 
iPS 细 胞 群体 .在 一 些 方面 ,用 于 产生 iPS 的 一 个 或 多 个 重 
人 码 序 列 。 


i 程 载体 


征 。 该 方法 中 还 可 以 包 


ji ,步骤 (c) 中 的 选择 可 以 包括 目测 、 


i 程 载体 之 后 ,在 报告 分 子 的 


严 光 激活 


的 细胞 分 选 (FACS) ` CAT 测定 法 或 发 光 测 定 法 ,以 检测 报告 分 子 的 表达 。 


[0033] ”在 一 些 方面 ,通过 脂 质 体 转 染 
子 或 本 领域 已 知 的 任何 用 于 核 昔 酸 进 
中 。 

[0034] ”对 于 重 编 程 , 体 细 胞 可 以 是 明 
是 成 纤维 细胞 、 造 

胞 。 

[0035] 


进入 细胞 的 方法 将 


` 电 窑 孔 、 颗 粒 爱 击 、 磷 栈 


发 钙 、 多 育 阳 离子 、 多 聚 阴 离 


一 个 或 多 个 重 s 


i 程 载体 导入 体 细胞 


上 乳 动 物体 细胞 ,例如 人 类 体 细胞 , 体 细 胞 的 类 型 可 以 


细胞 、 淋 巴 细胞 (例如 T 细 胞 或 B 细 胞 ) 、 间 质 细胞 胰岛 细胞 或 组 织 干 细 


的 表达 盒 的 表达 。 因 此 ,可 以 就 菜 些 特 
达 , 或 其 它 已 知 的 胚胎 细胞 样 特征 ,例如 未 分 化 的 形态 、 


性 .可 以 通过 目测 、 
表达 的 玫 失 或 减少 ， 


或 ES 细胞 特 


胚胎 干细胞 特异 


在 子 代 细胞 建立 自给 自足 的 多 潜能 状态 的 预定 时 间 段 之 后 ,关闭 病毒 载体 中 包含 
征 来 选择 子 代 细胞 ,例如 


基本 上 丧失 报告 分 子 的 表 
:性 标志 物 或 多 潜能 


荧光 激活 的 细胞 分 选 (FACS) .CAT 测 定 法 或 发 光 测 定 法 来 选择 报告 分 子 
异性 表面 标志 物 , 例 如 SSEA-3、SSEA-4、Tra-1-60 或 Tra-1- 
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81、Tra-2-49/6E、GDF3、REX1、FGF4、ESG1、DPPA2、DPPA4 和 hTERT, 从 而 选择 子 代 细胞 。 
[0036] ”本 发 明 的 方法 和 /或 组 合 物 的 上 下 文中 所 讨论 的 实施 方式 可 以 就 本 文 描 述 的 任何 
其 它 方法 或 组 合 物 来 应 用 ,因此 ,涉及 一 种 方法 或 组 合 物 的 实施 方式 也 可 以 应 用 于 本 发 明 
的 其 它 方法 和 组 合 物 。 
[0037] 提 及 核酸 时 ,如 本 文 使 用 的 术语 “编码 (encode) ”或 “编码 (encoding)” 用 于 使 本 发 
明 易 于 被 技术 人 员 所 理解 ,但 是 这 些 术 语 可 以 分 别 与 "包含 (compfrise) ”或 "包含 
(comprising)” 相 互 蔡 换 地 使 用 。 

[0038] ”如 本 文 说 明 书 中 使 用 的 “一 种 (a) "或 一 种 (an) ”可 以 指 一 个 或 多 个 。 如 本 文 权利 
要 求 中 所 使 用 , 当 与 词语 “包含 ”一 起 使 用 时 ,词语 “一 种 (a) ”或 一 种 (an)” 可 以 指 一 个 或 多 
个 。 

[0039] ”除非 明确 指明 仅 指 替 代 物 或 者 替代 物 是 相互 排除 的 ,否则 权利 要 求 中 使 用 的 术语 
“或 ”可 用 于 指 “ 和 /或 ” ,虽然 本 公开 文 持 仅 指 替代 物 和 “和 /或 "的 定义 。 如 本 文 使 用 的 ” 另 一 
个 ”可 以 指 至 少 第 二 个 或 更 多 个 。 

[0040] ”在 本 申请 全 文中 ,术语 “大 约 ” 用 于 表示 某 数 值 包括 用 于 测定 该 数值 的 设备 方法 
的 误差 的 内 在 差异 ,或 者 存在 于 研究 受 试 者 之 间 的 差异 。 
[0041] ”本 发 明 的 其 它 内 容 \ 特 征 和 优势 将 通过 以 下 详细 描述 变 得 明显 ,但 是 应 该 理解 , 虽 
然 详细 描述 和 有 具体 实施 例 指明 了 本 发 明 的 优选 实施 方式 ,但 是 仅 是 为 了 解释 目的 而 提供 ， 
因为 本 发 明 精 神 和 范围 内 的 多 种 改变 和 修饰 对 于 阅读 了 该 详细 描述 的 本 领域 技术 人 员 将 
是 明显 的 。 


附 图 说 明 
[0042] ”以 下 附 图 构成 本 说 明 书 的 一 部 分 ,包括 这 些 附 图 是 为 了 进一步 说 明 本 发 明 的 某 些 
方面 。 通 过 参考 一 个 或 多 个 这 些 附 图 并 联合 本 文 提 供 的 具体 实施 方式 的 详细 描述 将 更 好 地 
理解 本 发 明 。 
[0043] ”图 1A-B:IRES 依 赖 性 的 多 顺 反 子 系 统 的 实例 。 


具体 实施 方式 

[0044] 1. 本 发 明 

[0045] ”驱动 人 类 体 细胞 或 完全 分 化 的 人 类 细胞 回 到 多 潜能 或 “干细胞 ”状态 的 能 力 将 克 
服 关 于 使 用 源 自 胚胎 的 干细胞 的 很 多 严重 的 科学 和 社会 学 挑战 ,并 辅助 实现 再 生 医 学 
(regenerative medicine) 的 希望 ,但 是 ,目前 的 重 编程 方法 效率 差 ,因此 阻止 了 其 应 用 。 本 
发 明 以 改进 的 效率 产生 诱导 的 多 潜能 干细胞 ,克服 了 目前 的 重 编程 技术 中 存在 的 几 个 主要 
问题 ,与 之 前 的 方法 相反 (之 前 的 方法 一 般 使 用 仅仅 基于 胚胎 干细胞 样 形态 学 来 进行 选 
择 ) ,这 些 方法 的 一 些 方面 使 用 表达 多 顺 反 子 转录 本 的 载体 ,所 述 多 顺 反 子 转录 本 除了 编码 
重 编程 因子 之 外 还 编码 报告 分 子 , 以 改善 选择 并 优化 重 编程 细胞 的 效率 .以 下 描述 了 本 发 
明 的 其 它 实 施 方式 和 优势 。 

[0046] II. 定 义 

[0047] “ 重 编程 "是 这 样 的 方法 :其 赋予 细胞 与 在 没有 重 编程 的 相同 条 件 下 相 比 ,可 测 的 
增加 的 形成 至 少 一 种 新 细胞 类 型 的 能 力 (无 论 是 在 培养 物 中 还 是 在 体内 ) 。 更 具体 而 言 , 重 
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胞 


Ap 


程 是 赋予 体 细胞 多 潜能 


细胞 类 型 的 表 型 特 


类 型 的 特 


全 


信 


[0050] 


竺 征 的 子 代 比 例 
[0048] 


[| 


本。o 


潜力 的 方法 
征 (如 果 在 重 s 
征 的 子 代 比例 比重 
可 以 是 至 少 大 


要 被 递送 (体外 或 体内 ) 进入 宿主 细胞 的 多 核 苷 酸 


说 明 书 


,意思 是 ,在 足够 的 增殖 之 后 ,可 测 比 斧 
程 之 前 基本 上 没有 此 类 子 代 可 以 形成 ) 
i 程 之 前 是 可 测 的 增加 。 在 某 些 
约 1%、5% 、25% 或 更 高 , 按 次 序 以 渐 寺 
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| 的 子 代 具有 新 


; 或 者 > 具有 新 细 
条 件 下 ,具有 新 细胞 类 型 的 
曾 为 优选 。 


os 


“表达 构建 体 或 “表达 盒 意思 
司 动 子 或 功能 上 等 同 于 局 动 子 的 结构 .还 可 以 包括 另外 的 元 件 , 例 如 ] 


当 用 于 与 细胞 或 生物 体 中 的 蛋 
指 通过 人 工 或 天 然 方 法 被 导入 该 细胞 或 生物 体 中 的 蛋白 、 


思 是 能 够 指导 转录 的 核酸 分 子 


“载体 ”或 “构建 体 ” (有 了 时 称 作 基因 递送 或 基因 轻 移 “介质 ”) 是 指 大 分 子 或 分 子 复 
品 物 > 其 包含 
[0049] 


,表达 构建 体 至 少 包括 
首 强 子 和 /或 转录 终止 


白 、 基 因 、 核 酸 或 多 核 音 


发 相关 时 , 术语 “外 源 的 ”是 


基因 、 核 醋 


8 或 多 核 音 酸 ， 


或 者 , 当 


用 于 与 细胞 相关 时 ,是 指 通 过 人 工 或 天 然 方 法 被 分 离 然 后 被 导入 其 它 细 胞 或 导入 生物 体 的 


细 
的 


分 是 


胞 ,外 源 核 酸 
核 


术语 \ 五 
部 分 是 


同 源 的 。 举 例 解 释 : 核 童 本 


GTATA”。 


[0052] 9 


(在 体外 或 体内 ) 的 核 醋 


存 


始 密 


列 


[0053] 


复 
9 


i 码 序列 的 复种 


2 可 以 来 自 不 同 的 生物 体 或 纪 
滩 的 一 个 或 多 个 妃 外 的 拷贝 。 


的 生物 体 . 通 过 非 限 制 性 举例 来 讲 , 外 源 核 


者 其 两 侧 是 不 同 于 天 然 状态 下 的 核酸 
[0051] “对 应 于 ”在 本 文中 用 于 意 指 多 核 并 酸 
同 源 的 ( 即 相同 的 ,或 在 进化 上 严 


与 此 对 比 ,术语 “互补 于 ”在 本 文中 用 于 意 指 互补 性 序列 与 参考 多 核 车 酸 


序列 。 


四 胞 ,或 者 其 可 以 是 天 然 存 在 于 生物 体 或 细胞 中 
外 源 细 胞 可 以 来 自 不 同 的 生物 体 ,或 者 其 可 以 来 自 相 同 
发 位 于 与 天 然 细胞 中 的 不 同 的 染 


色 体 位 置 上 ,或 


序列 与 参考 多 核 音 酸 


XE 


了 


特定 


大 忆 EL 


白 的 基因”、 多 核 苷 
基因 ”是 指 :; 当 被 置 于 合适 的 调节 序列 控 币 


发 序列 “TATAC 对 


A 、“ 纪 


和 码 区 、 序 列 、 


在 时 , 核 


人 码 子 和 和 


术语 - 
制 起 始点 、 内 


ya 


be 


[0054] 


基因 


的 多 


因 组 复种 


发 分 子 .编码 区 可 以 以 cDNA、 
发 分 子 可 以 是 单 链 的 ( 即 正义 链 ) 或 双 链 的 。 多 


3” (着 基 ) 未 端的 翻译 终止 密码 子 来 确 员 


闪 


控制 元 件 ” 


人 、\ 


“LTR 是 指 存 在 于 前 病毒 
soLTR 包 含 多 个 调节 信号 ,包括 转录 控 币 


同 指 局 动 子 区 域 . 多 腺 苷 化 信 
部 核糖 体 进 入 位 点 (IRES”) 、 增 强 子 、 前 接点 等 ,其 ## 
转录、 转录 后 加 工 和 翻译 。 这 些 控 仙 
码 序列 能 够 在 合适 的 宿主 细胞 中 复制 、 

如 本 文 使 用 的 术语 
末端 的 长 末端 重复 序列 


基因 可 以 包括 但 不 限 


人 Eo 


“区 段 ”、 
| 下 时 ,转录 并 任 选 也 被 翻译 成 基因 产物 例如 多 肽 
基因 组 DNA 或 RNA 形 式 存在 。 当 以 DNA 形 式 
码 区 的 边界 由 5 ( 氨 


序列 的 全 部 或 一 
格 相关 ) ;或 ,多 肽 序列 与 参考 多 肽 序列 是 相同 的 。 
序列 的 全 部 或 一 部 
应 于 参考 序列 “TATAC “并 且 互 补 于 参考 序列 


方 段 "或 转 


基 ) 末端 的 起 
于 ,来 自 原 核 或 


真 核 mnRNA 的 cDNA ,来 自 原核 或 真 核 DNA 的 基因 组 DNA 序 列 , 以 及 合成 的 DNA 序 列 。 转 录 终 止 序 
通常 位 于 基因 序列 的 3 端 。 
号 、 转 录 终 止 序列 、 上 游 调节 域 、 


£ 同 所 供 


流体 细胞 中 的 


元件 不 是 必须 总 
转录 和 翻译 。 


只 要 所 


(例如 逆转 录 病 毒 的 整合 形式 ) 的 每 个 


| 和 整合 所 需 的 序列 


| 元 件 、 多 腺 昔 化 信号 和 病毒 
,病毒 LTR 被 分 成 三 个 区 域 :U3、R 和 U5。U3 区 含有 增强 


子 和 局 


动 子 元 件 .U5 区 含有 多 腺 音 化 信号 。R (重复 序列 ) 区 将 U3 和 U5 区 间隔 开 , 并 且 R 区 的 转录 序列 


出 现在 病毒 RNA 的 5 和 3 末端 。 


[0055] “区 光 蛋白 是 指 一 类 包含 区 光 发 色 团 的 蛋白 ,所 述 发 色 团 由 至 少 3 个 氨基 酸 形成 ， 
其 特征 在 于 产生 对 -羟基 茶 亚 甲 基 - 咪 唑 啉 酮 发 色 团 的 环 化 反应 。 发 色 团 不 含 辅 基 并 且 能 够 
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发 射 选 择 性 能 量 的 区 ,所 述 
在 所 述 发 色 
件 是 该 发 色 


对 )8- 简 结构 ,例如 在 绿色 严 光 蛋白 中 发 现 的 ,其 


说 


pA 下.， 


明 书 


能 量 通 过 之 前 的 来 自 外 部 光源 "包括 正 志 
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团 中 。 自 发 的 严 光 重 白 可 以 是 任意 结构 ,具有 包含 任意 数目 
辐 包 含 如 上 所 述 的 对 -羟基 茶 


[= 


[0056] ”有 奖 光 和 蛋白 特 
生 较 长 波长 的 光 的 能 
[0057] 


开 


[0058] 


[0059] 
的 核 


提 及 核 


性 显示 出 “荧光 特 


术语 “启动 子 在 本 文中 以 其 通 
中 所 述 调节 序列 源 自 能 够 结合 RNA 聚 合 
“增强 子 ” 意 思 是 指 这 样 的 核 
子 域 时 从 局 动 子 产生 的 转录 活性 3 
发 分 子 时 的 “可 操作 地 连接 意思 是 两 个 或 更 多 个 核 
发 分 子 、 启 动 子 和 增强 子 元 件 ) 以 允许 核 


闪 , 今 - 


含义 用 于 指 包 含 DNAi 
酶 并 启动 下 游 (3 方向) 


描 


亚 甲 基 - 咪 唑 啉 酮 环 结构 .SFP 通 
述 见 Chalfie 等 人 (1994) 。 
征 ”, 即 响应 于 和 蛋白 吸收 的 特 


氨基 酸 的 发 色 


ME 
[RR 


[RR 


发 序列 : 当 被 置 于 靠近 局 动 子 时 ,赋予 比 不 存在 3 
曾 强 的 转录 活性 。 


由 节 序 列 的 核 音 
i 码 序列 的 转录 的 基因 。 


子 时 的 “可 操作 地 连接 "意思 是 两 个 或 更 多 个 其 和 /或 多 腑 分 子 以 产生 单一 多 肽 链 即 融 
合体 的 每 个 肽 和 /或 多 肘 组 分 的 至 少 一 个 性 质 ) 的 方式 连接 。 融 


肽 (具有 融 
合 的 , 即 由 异 源 分 子 组 成 。 
[0060] 
组 织 的 结构 单元 的 活体 ,其 
能 力 ,并 且 有 具有 扯 传 信息 


Bi 


[0061] 
言 ,干细胞 可 以 使 受 损 的 组 


口 并 和 已 
N 


和 用 于 表达 它 的 机 4 
胞 或 人 工 修饰 的 细胞 (例如 ， 
如 本 文 使 用 的 术语 “ 


瑟 | 


六 二 


干细胞 ”是 


织 


干细胞 (也 称 作 组 织 特异 
(例如 本 文 使 用 的 融 
[0062] 


生 医 学 。 


[0063] ”与 ES 细胞 不 同 ,组 


性 干 
合 细胞 、 


定位 置 , 并 且 有 具有 未 分 化 的 细胞 内 


TS 


重 


长 的 细胞 周期 和 


王 ' 在 
骨髓 


胞 . 毛 圳 干细胞 等 .消化 系统 中 的 组 乡 


指 能 


干细胞 具有 有 限 的 分 化 潜力 。 组 织 干 细胞 存在 于 组 乡 
结构 ,因此 ,组 织 干 细胞 的 多 潜能 性 通 
胞 具有 较 高 的 核 质 比 并 且 具 有 极 少 的 细胞 内 细胞 器 。 多 数组 织 干细胞 具有 低 的 多 潜能 性 、 
超出 个 体 生命 的 增殖 能 力 。 基 于 细胞 所 来 源 的 位 点 例如 庆 系 统 、 消 化 系统 、 


系统 、 神 经 系统 等 ,组 织 干细胞 被 分 成 多 个 类 别 


系统 中 的 组 织 干 细胞 包括 造 ! 


干细胞 .视网膜 干细胞 等 。 
[0064] “诱导 的 多 潜能 干 
因子 的 基因 以 人 工 方式 从 


是 成 年 体 细胞 或 末端 分 化 的 细胞 ,例如 成 纤维 细胞 、 造 1 


等 。 


[0065] 


站 全 Poza 


细胞 通常 简 


多 潜能 细胞 制备 的 一 类 多 潜 


。 充 系统 中 的 组 织 干 多 
只 干细胞 包括 胰腺 (普通 ) 干细胞 、 肝 
干细胞 、 间 质 干细胞 等 ,神经 系统 中 的 组 织 干细胞 包括 神经 
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Er 
[RR 


一 


只 中 的 特 
较 低 。 组 织 干 细 


脏 干 细胞 


写 为 PS 细胞 或 1iPSC, 是 指 通过 捅 入 被 称 作 重 多 
能 干细胞 ,所 述 


细胞 、 肌 细胞 、 神 经 元 、 表 反 旨 


中 


日 


J 
FE 多 潜能 细胞 通 


的 波长 ) 的 照射 而 储存 
本 ,条 
包括 (但 不 绝 


定 波 长 的 入 射 光 而 产 


滩 区 域 ,其 


强 
中 


分 子 (例如 要 被 转录 
分 子 转录 的 方式 连接 , 提 及 肽 和 /或 多 及 分 
合 多 
合 多 及 优选 是 骨 


术语 “细胞 ”在 本 文中 以 其 在 本 领域 中 最 宽 的 含义 使 用 ,是 指 作为 多 细胞 生物 体 的 
由 膜 结构 环绕 ,所 述 膜 结构 将 其 与 外 界 隔离 ,其 具有 自我 复 
关 。 如 本 文 使 用 的 “细胞 ”可 以 是 天 然 存 在 的 细 
合 细胞 .遗传 修饰 的 细胞 等 ) 。 
够 自我 复制 和 具有 多 潜能 性 的 细胞 . 通 沼 而 
再 生 。 本 文 的 干细胞 可 以 是 但 不 限于 ,胚胎 干 (ES) 细胞 或 纪 
细胞 ,或 成 体 干细胞 ) .任何 具有 上 述 能 力 的 人 工 产生 的 细 
i 程 细胞 等 ) 都 可 以 是 干细胞 。 
“胚胎 干 (ES) 细胞 "是 源 自 早 期 豚 胎 的 多 潜能 干细胞 .ES 细胞 首先 于 1981 年 建立 ， 
从 1989 年 开始 ,其 也 被 用 于 产生 敲 除 小 鼠 ,在 1998 年 建立 了 人 ES 细胞 , 目 


由 的 


织 


胞 


前 正 开 始 应 用 于 再 


昌 胞 包括 表皮 干 细 


aT /ED 如 在 
等 ,骨髓 


HT 


党 以 


“多 潜能 性 ”是 指 干 细胞 具有 分 化 成 构成 一 种 或 多 种 组 织 或 器 官 或 优选 三 个 胚层 


CN 107988261 A 说 明 书 9/29 页 


中 的 任意 个 的 所 有 细胞 的 潜力 :内 胚层 ( 胃 内 层 、 胃 上 肠 道 肺 ) 、 中 胚层 (肌肉 、 上 骨骼 ,血液 、 泌 
尿 生 殖 器 ) 或 外 胚层 (表皮 组 织 和 神经 系统 ) 。 如 本 文 使 用 的 “多 潜能 干细胞 ”是 指 能 够 分 化 
成 源 自 三 个 胚层 中 的 任意 个 的 细胞 的 细胞 ,例如 ,全 能 细胞 或 诱导 的 多 潜能 细胞 的 后 代 。 
[0066] “自我 更 新 "是 指 经 过 多 个 细胞 分 裂 循环 但 仍 保持 未 分 化 状态 的 能 
[0067] ”如 本 文 使 用 的 术语 “ 体 细胞 ”是 指 除了 生殖 细胞 例如 卵子 、 精 子 等 之 外 的 任意 细 
胞 ,其 不 直接 将 其 DNA 转 移 至 下 一 代 。 通 常 而 言 , 体 细胞 具有 有 限 的 多 潜能 性 或 没有 多 潜能 
性 .如 本 文 使 用 的 体 细胞 可 以 是 天 然 存在 的 或 经 遗传 修饰 的 。 
[0068] III. 诱 导 的 多 潜能 干细胞 的 一 般 背 景 
[L0069] ”在 本 发 明 的 一 些 实施 方式 中 ,公开 了 以 表达 编码 报告 分 子 和 重 编程 因子 的 多 顺 反 
子 转 录 本 的 重 编程 载体 重 编程 体 细胞 的 方法 。 例 如 ,可 以 首先 就 报告 基因 的 表达 来 选择 这 
些 细 胞 ,以 富 集 转化 的 细胞 ;然后 就 报告 基因 的 沉默 来 选择 其 子 代 以 选择 诱导 的 多 潜能 干 
细胞 。 除 了 这 些 方 法 以 外 ,理解 胚胎 干细胞 的 特征 可 以 辅助 选择 诱导 的 多 潜能 干细胞 ,从 干 
细胞 重 编程 研 究 中 获知 的 重 编程 因子 可 用 于 这 些 新 方法 ,还 考虑 到 这 些 诱导 的 多 潜能 干 细 
胞 可 以 潜在 地 用 于 替换 胚胎 干细胞 以 用 于 治疗 性 和 研究 性 应 用 (因为 使 用 后 者 具有 伦理 方 
面 的 阻碍 ) 。 
[0070] A. 干细胞 
[0071] ”多数 情况 下 (如 果 不 是 全 部 ) 干细胞 是 发 现 于 多 细胞 生物 体 中 的 细胞 .其 特征 在 于 
通过 有 丝 细 胞 分 裂 进行 自我 更 新 的 能 力 以 及 分 化 为 多 种 特 化 细胞 类 型 的 能 力 。 两 种 主要 类 
型 的 哺乳 动物 干细胞 是 :发现 于 胚 泡 的 胚胎 干细胞 ,和 发 现 于 成 体 组 织 中 的 成 年 干细胞 。 在 
发 育 中 的 胚胎 中 ,干细胞 能 够 分 化 成 所 有 的 特 化 胚胎 组 织 。 在 成 年 生物 体 中 ,干细胞 和 祖 细 
胞 作为 身体 的 修复 系统 ,补充 特 化 细胞 ,但 也 维持 再 生 器 官 例如 血液 .皮肤 或 肠 组 织 的 正常 
周转 。 
[0072] ”由 于 干细胞 可 以 通过 细胞 培养 生长 并 转化 为 具有 与 多 种 组 织 例如 肌肉 或 神经 的 
细胞 一 致 的 特征 的 特 化 细胞 ,所 以 已经 建议 其 用 于 医学 治疗 ,尤其 是 ,通过 治疗 性 克隆 产生 
的 胚胎 细胞 系 、 自 体 同 源 胚 胎 干 细胞 ,以 及 来 自 脐 带 血 或 骨髓 的 高 度 可 塑性 的 成 年 干细胞 
被 认为 是 有 前 景 的 候选 物 。 最 近 ,成 年 细胞 重 编程 为 诱导 的 多 游 能 干细胞 已 经 具有 蔡 代 胚 
台 干 细胞 的 巨大 潜力 。 
[0073] “B. 胚 胎 干 细胞 
[0074] ”胚胎 干细胞 系 (ES 细胞 系 ) 是 源 自 胚 泡 或 更 早 的 桑 莫 胚 时 期 的 胚胎 的 内 细胞 群 
(ICW 的 外 胚层 组 织 的 细胞 培养 物 。 胚 泡 是 早期 胚胎 一 一 在 人 类 中 是 大 约 4 至 5 天 ,由 50-150 
个 细胞 组 成 .ES 细胞 是 多 湾 能 的 ,在 发 育 过 程 中 产生 三 个 主要 胚层 :外 胚层 .内 胚层 和 中 胚 
层 的 所 有 衍生 物 。 换 言 之 , 当 给 予 特定 细胞 类 型 的 足够 和 必需 的 刺激 时 ,它们 可 以 发 育 为 成 
体 的 200 种 以 上 的 细胞 类 型 中 的 任 一 种 .它们 对 胚胎 外 的 膜 或 胎盘 没有 贡献 。 
[0075] ”到 目前 为 止 ,几乎 所 有 的 研究 都 是 使 用 小 鼠 胚 胎 干 细胞 mES) 或 人 类 胚胎 干细胞 
(hES) 进行 的 ,二 者 都 具有 实质 上 的 干细胞 特征 ,但 是 它们 需要 差异 极 大 的 环境 以 维持 未 分 
化 状态 .小 鼠 ES 细 胞 可 以 生长 于 明胶 层 上 ,并且 需 要 白血病 抑制 因子 (LIP) 的 存在 。 人 ES 细 
胞 可 以 生长 于 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 (MEF) 饲养 层 上 ,通常 需要 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 
(bFGF 或 FGF-2) 的 存在 。 如 果 没 有 最 佳 培 养 条 件 或 遗传 操作 (Chambers 等 人 ,2003) ,胚胎 干 
细胞 将 迅速 分 化 。 
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[0076] 


持 (Boyer 等 人 ,2005) 。 最 常 使 用 的 
及 硫 


[0077] 
其 雯 要 特 


滩 角 质 素 抗原 Tra-1-60 和 Tra- 
经 过 20 年 的 研究 之 后 ,没有 经 批准 的 使 用 胚胎 干细胞 的 治 ; 


说 


明 书 


人 类 胚胎 干细胞 还 可 以 根据 数 种 转录 因子 和 细胞 表面 蛋 
子 0ct-4、Nanog 和 Sox2 构 成 核心 调节 网 络 , 其 而 


10/29 页 


白 的 存在 来 
保 引 起 分 化 的 基因 的 阻 抑 和 多 潜能 性 的 维 


定 。 转 录 因 


鉴定 hES 细 胞 的 细胞 表面 抗原 包括 糖 脂 SSEA3 和 SSEA4 以 


1-81。 


是 多 潜能 细胞 ,其 需要 特 


化 成 很 多 不 同类 型 的 细胞 ,引起 畸 
是 胚胎 干细胞 研究 仍然 面临 的 


障碍 中 


定 的 信号 以 进行 正太 


的 一 小 部 分 。 很 多 国家 目 


了 或 人 类 试验 ,ES 细胞 
的 分 化 一 一 如 果 直 接 注入 体内 ,ES 细胞 将 分 
脸 瘤 ,使 ES 细胞 分 化 为 可 用 的 细胞 并 避免 移植 排斥 仅仅 
前 禁止 ES 细胞 的 研究 或 新 的 


ES 细胞 系 的 产生 。 由 于 胚胎 干细胞 具有 无 限 扩展 和 多 潜能 性 的 组 合 能 力 ,胚胎 干细胞 仍然 


是 损伤 或 疾病 之 后 的 再 生 医 学 和 组 织 蔡 


换 的 理 


种 方案 是 通过 直接 重 绢 
[0078] “C. 重 多 
[0079] 


i 程 因子 


用 于 诱导 的 基因 对 于 iPS 儿 


i 程 在 体 细胞 中 诱导 多 潜 


发 


明 公 开 的 载体 系统 中 。 在 一 些 方面 , 重 引 


核酸 ,例如 , 重 编程 载体 可 以 包含 5 


Sox2、0ct4、K1f4 和 任 选 的 c-myc 的 表达 盒 。 儿 


达 盒 中 不 同 表 达 盒 中 、 同 一 重 
[0080] 


人 Sox2、0ct4、Nanog 和 任 选 的 Lin 


到 Sox 和 


论 潜在 来 源 ,比较 而 言 ,解决 这 些 问 题 的 一 


四 胞 的 产生 具有 关键 意义 。 以 下 因子 或 其 组 合 可 用 于 本 
i 程 载体 中 将 包括 缚 


0ct (优选 0ct3/4 的 


28 的 表达 盒 ,或 编码 


i 码 这 些 重 乡 


i 程 载体 中 ,或 不 同 重 乡 
0ct-3/4 和 Sox 了 基因 家 族 的 一 些 成 员 (Soxl、Sox2、Sox3 和 Soxl5) 已 经 被 


诱导 过 程 的 关键 性 转录 i 


i 程 因子 的 核 
i 程 载体 中 。 


可 以 包含 在 同一 表 


鉴定 为 参与 


昌 节 子 , 其 缺失 会 使 诱导 不 能 进行 , 另 一 方 本 


i , 另外 的 基因 ，， 


包括 K1f 


家 族 的 一 些 成 员 (K1f1、Klf2、Kl1f4 和 K1f5) 、Myc 家 族 的 一 些 成 员 (C-myc、L-myc 和 N-myc) 、 
Nanog 和 LIN28 已 经 被 鉴定 为 增强 诱导 效率 。 


[0081] 


0ct-3/4 (Pou5f1) 是 八 聚 合体 (0ctamer,“0ct”) 家 族 转录 因子 之 一 ,在 维持 多 潜能 


性 方面 具有 关键 作用 。0ct-3744+ 细 胞 例如 卵 裂 球 和 胚胎 干细胞 中 0ct-374 的 缺失 会 导致 自 
发 的 滋养 层 分 化 ,因此 0ct-3/4 的 存在 产生 胚胎 干细胞 的 多 潜能 性 和 分 化 潜力 . “0ct“ 家 族 
中 的 多 个 其 它 基因 ,包括 0ct-3/4 的 近亲 0ctl 和 0ct6 ,不 能 引发 诱导 ,因此 证 明了 0ct-3/4 在 


诱导 过 程 中 的 专 有 性 。 
[0082] 


与 0ct-3/4 类 似 ,Sox 基 因 家 族 与 维持 多 潜能 性 相关 ， 


[| 
日 


有 然 其 与 多 能 multipotent) 


和 单 能 干细胞 相关 ,而 0ct-3/4 与 此 相反 ,0ct-3/4 专 有 性 地 在 多 潜能 干细胞 中 表达 ,虽然 
Sox2 是 Yamanaka 等 人 (2007) 、Jaenisch 等 人 (1988) 和 Yu 等 人 (2007) 最 初 使 用 的 用 于 诱导 的 


[0083] 


式 增强 重 编 程 效率 。 


FE 


[0084] 


[0085] 


虽然 效率 较 低 。 
在 胚胎 干细胞 中 ,至 少 一 个 0ct 成 员 例 如 0ct-3/4 和 至 少 一 个 Sox 成 员 例如 Sox2 是 
促进 多 潜能 性 所 需 的 ,Yamanaka 等 人 (2007) 报道 :Nanog 对 于 诱导 不 是 必需 的 ;但 Yu 等 人 
(2007) 报道 可 以 使 用 Nanog 作 为 因子 之 一 来 产生 iPS 细 胞 ,并且 Nanog 丰 


HYamanaka 等 人 鉴 


13 


7 


AC 


然 其 不 是 必需 的 。 


,并 由 


Jaenisc 


基因 ,但 是 发 现 Sox 家 族 中 的 其 它 基 因 也 在 诱导 过 程 中 起 作用 。Soxl 以 类 似 于 Sox2 的 效率 产 
生 iPS 细 胞 ,基因 Sox3、.Sox15 和 Soxl18 也 产生 iPS 细 胞 ， 


实 以 剂量 依赖 性 方 


LIN28 是 一 种 mRNA 结合 蛋白 ,其 在 胚胎 干细胞 和 胚胎 癌 细 胞 中 表达 , 与 分 化 和 增殖 
相关 。Yu 等 人 (2007) 证 明 其 是 产生 iPS 的 一 个 因子 , 旺 
Klf 基 因 家 族 的 KIf4 最 初 H 
用 于 产生 小 鼠 iPS 细 胞 的 因子 ,并 由 Yamanaka 等 人 (2007) 记 


h 等 人 (1988) 确认 为 


FE 明 是 用 于 产生 人 类 iPS 细 胞 的 因 
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子 。 然 而 ,Thompson 等 人 报道 :K1f4 对 于 人 类 iPS 细 胞 的 产生 不 是 必需 的 ,事实 上 其 不 能 产生 
人 类 iPS 细 胞 ,发 现 K1f2 和 K1f4 是 能 够 产生 iPS 细 胞 的 因子 ,相关 的 苛 因 Kl1fl1 和 K1f5 同 样 也 
是 ,虽然 效率 较 低 。 
[0086] ”Myc 基 因 家 族 是 参与 癌症 的 原 癌 基 因 。Yamanaka 等 人 和 Jaenisch 等 人 (1988) 证 明 
c-myc 是 参与 产生 小 也 iPS 细 胞 的 因子 ,Yamanaka 等 人 证 明 其 是 参与 产生 人 类 iPS 细 胞 的 因 
子 。 然 而 ,Thomson 等 人 和 Yamanaka 等 人 (2007) 报道 c-myc 对 于 产生 人 类 iPS 细 胞 不 是 必需 
的 ,将 “myc” 基 因 家 族 用 于 诱导 iPS 细 胞 对 于 iPS 细 胞 作为 临床 治疗 的 偶然 性 具有 麻烦 ,因为 
25%% 的 移植 了 c-myc 诱 导 的 iPS 细 胞 的 小 鼠 产 生 致命 性 畸 胎 瘤 .N-myc 和 L-myc 已 经 被 鉴定 关 
以 类 似 的 效率 进行 诱导 (替代 c-myc) 。 

[0087] DD. 使 用 重 编程 因子 诱导 多 潜能 干细胞 

[0088] ”通常 通过 将 某 些 干细胞 相关 的 基因 转 染 进入 非 多 潜能 细胞 例如 成 体 成 纤维 细胞 
来 衍生 iPS 细 胞 。 在 目前 的 实践 中 ,通常 通过 整合 病毒 载体 例如 逆转 录 病 毒 来 实现 转 染 。 转 
染 的 基因 包括 主 转录 调节 子 0ct-3/4 (Pouf51) 和 Sox2 ,虽然 有 人 提出 其 它 基因 增强 诱导 效 
率 。 在 关键 时 期 之 后 ,少数 的 转 染 细胞 开始 变 成 在 形态 上 和 生物 化 学 上 与 多 潜能 干细胞 类 
似 , 通 常 通过 形态 学 选择 、 加 倍 时 间或 通过 报告 基因 和 抗生素 感染 来 进行 分 离 。 

[0089] ”在 2007 年 11 月 ,来 自 两 个 独立 研究 团队 的 研究 实现 了 里 程 碑 : 从 成 年 人 细胞 中 产 
生 了 ipPS(Yu 等 人 ,2007;Yamanaka 等 人 ,2007) 。 根 据 之 前 在 小 鼠 模型 中 使 用 的 相同 原理 ， 
Yamanaka 使 用 相同 的 4 个 关键 基因 0ct3/4、Sox2、K1f4 和 c-Myc 通过 道 转录 病毒 系统 (但 是 c- 
Myc 是 致 瘤 性 的 ) 成 功 地 将 人 成 纤维 细胞 转化 为 多 潜能 干细胞 ,Thomson 及 同事 使 用 的 是 
0ct4、Sox2、NAN0G 和 一 种 不 同 的 基因 LIN28, 使 用 了 慢 病 毒 系统 ,避免 了 使 用 c-Myc。 

[0090] ”但 是 ,目前 的 用 于 产生 诱导 的 多 潜能 干细胞 的 方法 是 缓慢 且 低 效 的 ,多 数 细胞 是 
失败 的 .为 了 改进 该 方法 的 效率 ,在 一 些 方面 ,本 发 明 的 方法 和 载体 使 用 包含 重 编程 因子 和 
报告 分 子 的 多 顺 反 子 构建 体 ,以 便 通 过 就 报告 分 子 的 存在 进行 选择 以 优化 转 染 效率 ,随后 
通过 就 报告 基因 表达 的 不 存在 进行 选择 以 改善 多 潜能 细胞 的 选择 (因为 在 多 潜能 细胞 中 转 
基因 沉默 是 非常 有 效 的 ) 。 

[0091] JIV. 用 于 产生 诱导 的 多 洪 能 干细胞 的 多 顺 反 子 系统 

[0092] ”在 本 发 明 的 一 些 方面 ,从 这 种 IRES 依 赖 性 多 顺 反 子 系统 的 灵活 性 和 有 效 表达 促成 
其 优势 并 使 其 成 为 增强 产生 iPS 细 胞 的 效率 的 有 用 工具 。 该 系统 的 多 种 改变 包括 但 不 限于 
(例如 见 图 DD) :1) 改变 所 使 用 的 报告 分 子 (例如 青色 荧光 和 蛋白、 红色 荧光 蛋白 等 ) ;2) 将 报告 
基因 蔡 换 为 另 一 个 重 编程 基因 ,从 而 需要 合成 的 病毒 更 少 ;或 3) 产生 具有 两 个 IRES 的 盒 ,从 
而 LTR 将 驱动 0ct4IRES Sox-2IRES eGFP 的 表达 。 

[0093] A. 内 部 核糖 体 进 入 位 点 (IRES) 

[L0094] ”在 本 发 明 中 包括 了 IRES 序 列 以 允许 产生 多 顺 反 子 转录 本 。 这 使 本 发 明 的 表达 系统 
从 单一 转录 单元 产生 多 个 重 编程 因子 ,或 者 容易 地 将 报告 分 子 挫 入 到 多 顺 反 子 转录 本 中 ， 
而 不 产生 融合 蛋白 或 需要 另外 的 调节 元 件 以 控制 另外 的 基因 的 表达 。 

[0095] ”多数 真 核 和 病毒 信使 通过 涉及 识别 mRNA 的 5 末端 的 7- 甲 基 鸟 芽 帽 的 机 制 来 启动 
翻译 .但 是 在 少数 情况 下 ,翻译 通过 帽 韭 依赖 性 机 制 进行 ,其 中 ,位 于 从 mRNA 的 帽 区 翻译 而 
来 的 基因 3 下 游 的 内 部 核糖 体 进入 位 点 (IRES) 被 核糖 体 识别 ,从 而 允许 翻译 来 自 该 转录 本 
的 第 二 编码 区 。 因 此 ,IRES 元 件 能 够 绕 过 5 甲 基 化 巾 依 赖 性 翻译 的 核糖 体 扫描 模型 ,并 且 在 
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内 部 位 点 启动 翻译 (Pelletier and Sonenberg ,1988) 。 

[0096] ”这 在 本 发 明 中 具有 特别 重要 的 意义 ,因为 IRES 序 列 允 许 从 单一 遗传 基因 座 同时 表 
达 多 个 重 白 。IRES 元 件 可 以 与 异 源 开放 阅读 框 连接 。 多 个 开放 阅读 框 可 以 一 起 转录 ,每 个 被 
IRES 间 隔 开 ,从 而 产生 多 顺 反 子 信使 。 通 过 IRES 元 件 ,核糖 体 可 以 靠近 每 个 开放 阅读 框 以 进 
行 有 效 翻 译 。 可 以 使 用 单一 启动 子 /增强 子 转录 单一 信使 ,以 有 效 表达 多 个 基因 (参见 美国 
专利 号 5,925,565 和 5,935,819, 各 篇 名 通过 引用 并 入 本 文 ) 。 

[0097] ”特别 优选 的 实施 方式 包括 在 同一 多 顺 反 子 转录 本 中 包括 编码 想 要 的 重组 产物 和 
报告 分 子 的 编码 序列 。 成 功 的 转化 事件 由 想 要 的 重 编程 因子 和 容易 检测 的 报告 分 子 二 者 的 
表达 指示 ,这 促进 了 成 功 转 染 的 细胞 的 选择 。 

[0098] 已经 描述 了 来 自 小 核糖 核酸 病毒 家 族 的 两 个 成 员 ( 疹 髓 灰质 炎 和 脑 心 肌 炎 ) 的 
IRES 元 件 (Pelletier and Sonenberg,1988) ,以 及 来 自 哺 乳 动 物 信 使 的 IRES Mace jak and 
Sarnow,1991) ,一 些 实例 包括 来 自 下 列 的 IRES 元 件 : 疹 髓 灰质 炎 病 毒 I 型 、 脑 心肌 炎 病 毒 
(EMVY) 的 5 UTR、 泰 勒 氏 鼠 脑 大 髓 炎 病 毒 (TMEVY) 、 口 蹄 病 病毒 (FMDV) 、 牛 肠 道 病毒 (BEV) 、 柯 萨 
奇 B 组 病毒 (CBV) 、 或 人 类 锚 病 每 (HRV) 、 或 人 类 免疫 球 和 蛋白 重 链 结合 蛋白 (BIP) 5“UTR、 果 量 
触角 足 基 因 5 UTR 或 果 刚 超 双 胸 5 UTR, 或 上 述 序 列 的 遗传 杂 合 体 或 片段 .IRES 序 列 的 描述 
见 Kim 等 人 (1992) 和 McBratney 等 人 (1993) 。 

[0099]  B. 报 告 分 子 

[0100] ”本 发 明 的 一 些 实施 方式 使 用 报告 基因 以 指示 成 功 的 转化 。 例 如 ,报告 基因 可 以 位 
于 表达 盒 内 并 且 在 通常 与 编码 重 编 程 林 因 的 编码 区 结合 的 调节 元 件 的 控制 之 下 ,以 同时 表 
达 。 报 告 分 子 允许 包含 重 编程 载体 的 细胞 被 分 离 而 无 需 将 它们 置 于 药物 或 其 它 选 择 性 压力 
下 或 使 细胞 具有 存活 性 的 风险 ,另外 的 好 处 是 以 沉默 的 报告 分 子 表 达 来 富 集 诱导 的 多 潜能 
干细胞 。 

[0101] 此 类 报告 分 子 的 实例 包括 编码 细胞 表面 重 白 〈 例 如 CD4、HA 表 位 )、\ 灾 郊 蛋 白 、 抗 原 
决定 徐 和 酶 (例如 B- 半 乳糖 苷 酶 ) 的 基因 。 包 含 载体 的 细胞 可 以 被 分 离 ,例如 使 用 针对 细胞 
表面 重 白 的 荧光 标记 的 抗体 通过 FACS 分 离 或 通过 可 以 被 载体 编码 的 酶 转化 为 荧光 产物 的 
底 物 来 分 离 。 

[0102] ”在 具体 的 实施 方式 中 ,报告 基因 是 欧 光 蛋白 .已 经 开发 了 众多 殉 光 重 白 遗 传 变 体 ， 
其 特征 荧光 发 射 光 谱 几 乎 跨越 整个 可 见 沧 谱 ( 见 表 1 中 的 非 限 制 性 实例 ) ,在 最 初 的 维 多 利 
亚 水 母 (Aequorea Victoria jellyfish) 绿色 菊 光 蛋白 中 进行 的 诱 变 已 经 产生 了 新 的 荧光 
探 针 , 其 颜色 范围 从 蓝 色 到 黄色 ,它们 是 生物 研究 中 最 常 在 体内 使 用 的 报告 分 子 中 的 一 些 。 
已 经 从 海 详 中 的 海 葵 (Discosoma striata) 和 珊 戎 (属于 珊瑚 纲 ) 中 开发 了 在 橙色 和 红色 光 
谱 区 发 射 的 较 长 波长 的 灾 光 重 白 。 还 开发 了 其 它 种 类 以 产生 类 似 的 具有 青色 、 绿 色 、 黄 色 、 
柳 色 和 深 红 色 奖 光 发 射 的 蛋白 ,正在 进行 开拓 性 研究 努力 以 改善 器 光 和 蛋白 的 亮度 和 稳定 
性 ,从 而 改善 它们 的 总 体 效 用 。 

[0103]  ” 表 1 痰 光 和 蛋白 的 特征 
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[0104] 
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[0105] 
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[0106] 


[0107] V. 载 体 构建 和 递送 

[0108] “在 一 些 实施 方式 中 , 重 编程 载体 可 以 是 病毒 载体 ,例如 逆转 录 病 毒 载体 或 慢 病毒 
载体 ,以 在 细胞 中 表达 这 些 重 编程 因子 .这 些 方法 的 新 颖 性 特征 在 于 使 用 如 上 文 描述 的 多 
顺 反 子 转录 本 ,其 促进 转化 的 细胞 和 诱导 的 多 潜能 细胞 的 选择 ,以 下 公开 了 构建 这 些 载体 
和 递送 方法 的 详细 信息 。 
[0109] A. 载体 

[0110] ”本 领域 技术 人 员 将 完全 具备 通过 标准 重组 技术 构建 载体 的 能 力 (参见 ,例如 
Sambrook 等 人 ,2001 和 Ausubel 等 人 ,1996, 二 者 通过 引用 并 入 本 文 ) ,载体 包括 但 不 限于 , 质 
粒 、 粘 粒 、 病 毒 ( 叭 菌 体 、 动 物 病毒 和 植物 病毒 ) 以 及 人 工 染 色 体 (例如 YAO ,例如 逆转 录 病 毒 
载体 (例如 源 自 莫 洛 尼 氏 鼠 白 血 病 病 毒 MoMLV) 、MSCV、SFFV、MPSV、SNV 等 的 载体 ) 、 慢 病毒 载 
体 (例如 , 源 自 HIV-1、HIV-2、SIY、BIV、FIV 等 的 载体 ) 、 腺 病毒 (Ad) 载体 ,包括 它 的 有 复制 能 
力 、 无 复制 能 力 和 裸 腺 病毒 形式 , 腺 相关 病毒 (AAV) 载体 、 猿 猴 病 毒 40 (SV-40) 载体 、 牛 乳头 
瘤 病 毒 载体 .Epstein-Barr 病 毒 . 疱疹 病毒 载体 、 辣 病 毒 载体 、 哈 维 鼠 肉瘤 病毒 载体 、 鼠 乳 导 
肿瘤 病毒 载体 、 劳 斯 肉瘤 病毒 载体 。 
[0111] 在 一 个 优选 的 方式 中 ,载体 是 病毒 载体 .特别 地 ,逆转 录 病 毒 和 慢 病毒 载体 已 被 成 
功用 于 重 编程 体 细胞 。 病 毒 载 体 可 以 有 效 地 将 细胞 导入 闹 主 细胞 并 将 其 自身 DNA 导 入 宿主 
细胞 。 在 产生 重组 病毒 载体 时 ,通常 将 非 必需 基因 替换 为 异 源 (或 非 天 然 ) 蛋白 的 基因 或 编 
码 序列 。 
[0112] ”病毒 载体 是 一 类 表达 构建 体 ,其 利用 病毒 序列 以 将 核酸 (也 可 能 将 蛋白 ) 导入 细 
胞 。 某 些 病毒 通过 受 体 介 导 的 细胞 内 否 作 用 感染 细胞 或 进入 细胞 并 整合 进入 窒 主 细胞 基因 
组 并 稳定 且 有 效 表达 病毒 基因 的 能 力 使 其 成 为 将 外 源 核酸 转移 进入 细胞 (例如 哺乳 动物 细 
胞 ) 的 优良 候选 者 .以 下 描述 了 可 用 于 递送 本 发 明 的 多 顺 反 子 转录 本 的 病毒 载体 的 非 限制 
性 实例 。 

[0113] ”a. 首 转录 病毒 载体 

[0114] “逆转 录 病 毒 具有 作为 基因 递送 载体 的 前 景 是 由 于 它们 有 具有 以 下 能 力 : 将 其 基因 整 
合 进入 答 主 基因 组 ,转移 大 量 的 外 源 遗 传 物 质 ,感染 多 种 物种 和 细胞 类 型 ,并 且 在 特殊 的 细 
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胞 系 内 装配 (Miller,1992) 。 

[0115] ”为 了 构建 道 转录 病毒 载体 ,将 核酸 插入 病毒 基因 组 中 以 替换 某 些 病毒 序列 ,从 而 
产生 复制 缺陷 型 病毒 .为 了 产生 病毒 粒子 ,构建 装配 细胞 系 , 其 包含 gag`.po1 和 eny 基 因 但 不 
含 LTR 和 装配 组 分 Mann 等 人 ,1983) 。 当 包含 cDNA 以 及 逆转 录 病 毒 LTR 和 装配 序列 的 重组 质 
镁 被 导入 特殊 细胞 系 时 (例如 通过 磷酸 钙 沉 淀 法 ) ,装配 序列 允许 重组 质粒 的 RNA 转 录 本 被 
装配 进入 病毒 颗粒 ,然后 其 被 分 泌 到 培养 基 中 (Nicolas and Rupenstein,1988;Temin ， 
1986 ;Mann 等 人 ,1983) 。 然 后 收集 含有 重组 道 转 录 病 毒 的 培养 基 , 任 选 进行 浓缩 ,并 用 于 基 
因 转 移 。 逆 转录 病毒 能 够 感染 多 种 类 型 的 细胞 ,但 是 ,整合 和 稳定 表达 需要 宿主 细胞 的 分 裂 
(Paskind 等 人 ,1975) 。 

[0116] 上 b. 慢 病毒 载体 

[0117] ” 慢 病 毒 是 复合 的 逆转 录 病 毒 ,除了 普通 的 逆转 录 病 毒 基 因 gag、pol 和 和 env 之 外 ,还 
包含 具有 调节 或 结构 功能 的 其 它 基因 . 慢 病 毒 载体 是 本 领域 熟知 的 (参见 ,例如 Naldini 等 
人 ,1996;Zufferey 等 人 ,1997;Blomer 等 人 ,1997; 美 国 专利 6,013,516 和 5,994,136) 。 

[0118] “重组 慢 病毒 载体 能 够 感染 非 分 裂 中 的 细胞 ,并且 可 用 于 体内 和 离 体 基因 转移 以 及 
核酸 序列 的 表达 。 例 如 ,在 美国 专利 5,994,136 中 描述 了 能 够 感染 非 分 裂 中 的 细胞 的 重组 慢 
病毒 ,其 中 以 携带 装配 功能 基因 即 gag、pol 和 env 以 及 rev 和 tat 的 两 个 或 更 多 个 载体 转 染 合 
适 的 宿主 细胞 ,该 文献 通过 引用 并 入 本 文 。 

[0119] ”B. 调 节 元 件 

[0120] ”载体 还 可 以 包含 其 它 成 分 或 功能 性 ,它们 进一步 调节 基因 递送 和 /或 基因 表达 ,或 
为 靶 向 的 细胞 提供 有 益 特 征 。 此 类 其 它 成 分 包括 例如 ,影响 与 细胞 的 结合 或 影响 靶 向 细胞 
的 成 分 (包括 调节 细胞 类 型 或 组 织 特 异性 结合 的 成 分 ) ;影响 细胞 对 载体 核酸 的 摄取 的 成 
分 ;影响 摄取 之 后 多 核 苷 酸 在 细胞 内 的 定位 的 成 分 (例如 调节 细胞 核定 位 的 试剂 ) ;以 及 影 
响 多 核 苷 酸 表达 的 成 分 。 

[0121] ”载体 中 包括 的 真 核 细胞 表达 盒 优选 包含 (以 5 至 3 的 方向 ) :与 蛋白 编码 序列 可 操 
作 地 连接 的 真 核 细胞 转录 局 动 子 .剪接 信号 (包括 插入 序列 ) 以 及 转录 终止 /多 腺 苷 化 序列 。 
[0122] a. 启动 子 /增强 子 
[0123] “启动 子 ” 是 控制 序列 ,其 为 核酸 序列 的 区 域 ,在 该 区 域 控制 转录 的 启动 和 速率 。 其 
可 以 包含 可 被 调节 性 蛋白 和 分 子 例如 RNA 聚 合 酶 和 其 它 转 录 因 子 结合 的 遗传 元 件 , 以 启动 
核酸 序列 的 特定 转录 。 词 语 “ 可 操作 地 定位 *、“ 可 操作 地 连接 *、“ 在 …… 控 制 下 ”和 “在 ……. 
转录 控制 下 ”意思 是 启动 子 相对 于 核酸 序列 而 言 处 于 正确 的 功能 位 置 和 /或 方向 ,以 控制 该 
序列 的 转录 启动 和 /或 表达 。 
[0124] ”启动 子 一 般 包 含 这 样 的 序列 :其 作用 是 定位 RNA 合 成 的 起 始 位 点 ,这 样 的 序列 的 最 
有 名 的 实例 是 TATA 盒 ,但 是 一 些 启 动 子 缺少 TATA 盒 ,例如 哺乳 动物 末端 脱氧 核 弟 酸 基 转移 
酶 基因 的 启动 子 , 以 及 SV40 晚 期 基因 的 启动 子 ,起 始 位 点 本 身 之 上 的 离散 元 件 辅 助 固定 起 
始 位 置 。 另 外 的 局 动 子 元 件 调节 转录 局 动 的 频率 .通常 而 言 ,这些 元 件 位 于 起 始 位 点 上 游 
30-110bp 的 区 域 ,虽然 已 经 表明 很 多 启动 子 也 包含 位 于 起 始 位 点 下 游 的 功能 元 件 . 为 了 使 
i 码 序列 “在 启动 子 的 控制 之 下 ”, 人 们 将 转录 阅读 框 的 转录 起 始 位 点 的 5 端 置 于 所 选 的 局 
动 子 的 下 游 ( 即 置 于 其 3 端 ) ,处 于 上 游 的 “启动 子 ” 刺激 DNA 的 转录 并 促进 所 编码 的 RNA 的 表 
达 。 
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[0125] 
移动 时 ， 


局 动 子 元 件 之 间 的 间隔 通常 是 
能 够 保持 启动 子 的 


灵活 可 ? 
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的 ,所 以 , 当 元 件 被 倒置 或 彼此 相对 发 生 


功 


能 ,在 tk 启动 子 中 ,启动 子 元 件 之 间 的 间隔 可 以 增 至 相隔 


50pp, 此 后 发 生活 性 的 下 降 。 取 决 于 启动 子 , 似 乎 单个 元 件 可 以 协调 发 挥 作用 或 独立 地 激活 


转录 。 局 动 子 可 
顺 式 调节 序列 。 


以 与 1 


曾 强 子 联 用 或 者 不 与 之 联 用 ,增强 


[0126] 


子 是 指 参 


与 核酸 月 


列 的 转录 激活 的 


或 外 显 子 上 游 的 5 非 


可 以 是 与 核 


下 将 会 产生 某 些 益处 。 重 组 或 异 源 ] 


局 动 子 可 以 是 与 核酸 月 


i 码 序列 来 获得 


儿 序 列 天 然 结合 的 


强 子 。 此 类 启动 子 或 
毒 或 | 


同 转 录 i 


则 节 区 的 不 同 元 件 , 和 /或 改 2 


列 天 然 结 合 的 启动 子 ,其 可 以 通过 分 离 位 于 
导 。 此 类 局 动 子 可 以 被 和 


i 码 区 段 和 / 


尔 作 “内 源 性 的 ”。 类 似 地 ,增强 子 
曾 强 子 ,位 于 该 序列 的 下 游 或 上 游 。 可 蔡 代 地 ,通过 将 允 


码 核 


发 区 段 置 于 重组 或 异 源 启 动 子 ( 即 在 其 天 然 环境 中 通常 不 与 核 本 


发 序列 结 


合 的 启动 子 ) 控制 


首 强 子 是 指 在 其 天 然 环 境 中 通常 
曾 强 子 可 以 包括 其 它 基 因 的 局 动 子 或 
原核 或 真 核 细胞 的 启动 子 或 增强 子 ,以 及 “天 然 不 存在 的 启动 子 或 增强 子 , 即 含有 不 


子 包 括 B- 内 酰胺 酶 (青霉素 


酶 )` 乳糖 和 色 有 押 酸 


表达 的 突 ? 


,例如 ,在 构建 重 纪 
(trp) 启动 子 系统 。 除 


动 子 和 增强 


子 的 核 本 


发 序列 之 外 ,还 可 以 


训 用 重组 克隆 和 /或 核 


不 与 核酸 月 
曾 强 子 ,以 及 分 离 自 任意 其 它 病 


列 结合 的 增 


有 DNA 时 最 党 使 用 的 局 动 
了 通过 合成 方式 产生 局 
发 扩 增 技术 来 产生 序列 ,包括 


PCRnL 并 联合 本 文公 开 的 成 份 (参见 美国 专利 号 4,683 ,202 和 5 ,928 ,906 ,每 篇 通过 引用 并 入 


本 文 ) ,此 外 考虑 到 ,也 可 以 使 用 
I 序列 。 

言 ,使 用 有 效 指导 
官 或 生物 中 的 表达 的 局 动 子 和 /或 ] 
晓 用 于 蛋白 表达 的 局 动 子 、 
通过 引用 并 入 本 文 ) 。 所 使 用 的 局 动 子 可 以 是 
导 所 导入 的 DNA 区 段 的 高 水 平 表达 的 局 动 子 ,i 
异 源 的 或 内 源 的 。 

曾 强 子 组 合 (按照 例如 真 核 细胞 启动 子 数据 库 EPDB ,http:// 


和 /或 表达 的 控 各 
[0127] 通常 而 


于 在 合适 条 件 下 指 * 


和 /或 肽 中 具有 优势 。 司 动 子 可 以 是 
男 外 ,任何 启动 子 /+ 


[0128] 


组 成 型 的 ,组 织 特异 


FE 细胞 核 细 胞 器 例如 线粒体 .叶绿体 等 内 的 指 


导 DNA 区 段 在 所 选 的 用 于 表达 的 细胞 器 、 细 胞 类 型 .组织 、 
曾 强 子 具有 重要 意义 。 分 子 生物 学 领域 技术 人 员 一 般 知 
兽 强 子 和 细胞 类 型 的 组 合 之 使 用 (参见 例如 Sambrook 等 人 1989， 


导 序 列 转录 


器 


性 的 、 可 诱导 的 和 /或 可 用 


这 在 大 规模 生产 重组 蛋白 


www.epd.isb-sib.ch/) 也 可 用 于 驱动 表达 。 使 用 T3、.T7 或 SP6 细 胞 质 表 达 系 统 是 另 一 个 可 能 


的 实施 方式 .如 果 提 供 


合适 的 细菌 


达 构 建 体 ) , 真 核 细 胞 可 以 支持 从 茶 些 细 
局 动 子 的 非 限 第 
子 ,细胞 巨 化 病毒 (CMV) 立即 早 


[0129] 


了 到 
聚合 术 


1 性 实例 包括 早期 或 


期 启动 子 ， 


子 , 例 如 B 肌 动 重 白 启动 子 Ng,1989,Quitsche 等 


1988,Ercolani 等 人 ,1988) ,金属 硫 蛋 白 启动 子 Karin 等 人 ,1989;Richards 等 人 ,1984) ;以 


及 级 联 应 答 元 件 启动 子 , 例 如 环 式 AMP 应 答 元 件 启动 子 (cre) 、] 
佛 波 酯 启动 子 (TPA) 和 


[三 天 czang 


取 间 


海 (作为 递送 复合 物 的 一 部 分 或 作为 另外 的 遗传 表 
菌 启动 子 进行 细胞 质 转录 。 
晚期 病毒 启动 子 , 例 如 SV40 早 期 或 晚期 启动 
劳 斯 肉瘤 病毒 (RSV) 早期 启动 子 ; 真 核 细胞 启动 


人 ,1989) 、GADPH 局 动 子 Alexander 等 人 ， 


清 应 答 元 件 局 动 子 (sre) 、 


局 动 子 序 列 (例如 ,描述 于 Genbank 的 人 类 生长 激素 最 简 启 动 子 ,所 


TATA 盒 附近 的 应 答 元 件 启 动 子 (tre) 。 还 可 以 使 用 人 类 生长 激素 


登记 号 X05244 的 核 苷 酸 


283-341) 或 小 鼠 乳 腺 肿瘤 启动 子 ( 可 以 从 ATCC,Cat .No.ATCC 45007 获 得 ) ,具体 实例 可 以 是 
磷酸 甘油 酸 激酶 PGR) 启动 子 。 

[0130]  b. 启动 信号 

[0131] ”编码 序列 的 有 效 翻 译 还 可 能 需要 特定 的 启动 信和 号。 这些 信号 包括 ATG 起 始 密码 子 
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或 邻近 的 序列 。 可 能 需要 提供 外 源 的 翻译 控制 信号 ,包括 ATG 起 始 密码 子 。 本 领域 普通 技术 
人 员 将 能 够 容易 地 确定 这 一 点 并 提供 必要 的 信和 号。 熟知 的 是 起 始 密码 子 必须 与 想 要 的 编码 
序列 的 阅读 框 处 于 框架 内 (in-frame) ,以 确保 整个 插入 子 的 翻译 。 外 源 翻 译 控制 信号 和 起 
始 密码 子 可 以 是 天 然 的 或 合成 的 .可 以 通过 加 入 合适 的 转录 增强 子 元 件 来 增强 表达 效率 。 
[0132] cc. 多 克隆 位 点 
[0133] “载体 可 以 包括 多 克隆 位 点 (MCS) ,其 是 包含 多 个 限制 性 酶 位 点 的 核酸 区 域 ,所 述 酶 
中 的 任意 种 可 用 于 根据 标准 重组 技术 来 消化 该 载体 (参见 ,例如 Carbonel1li 等 人 ,1999， 
Levenson 等 人 ,1998 ,和 Cocea,1997 ,通过 引用 并 入 本 文 ) 。 限 制 性 酶 消化 "是 指 以 仅 在 核酸 
分 子 的 特定 位 置 发 挥 作用 的 酶 催化 性 切割 核酸 分 子 。 很 多 这 样 的 限制 性 酶 是 商业 上 可 以 获 
得 的 。 本 领域 技术 人 员 普 凯 理 解 此 类 酶 的 使 用 .通常 ,使 用 在 MCS 内 切割 的 限制 性 酶 将 载体 
线性 化 或 片段 化 ,以 使 外 源 序列 连接 进入 载体 “连接 ”是 指 在 两 个 核酸 片段 之 间 形 成 磷酸 
二 酮 键 的 过 程 ,所 述 两 个 核酸 片段 可 以 是 彼此 连续 的 或 不 连续 的 。 涉 及 限制 性 酶 和 连接 反 
应 的 技术 是 重组 技术 领域 技术 人 员 误 知 的 。 

[0134] qd. 彭 接 位 点 

[0135] ”多 数 经 转录 的 真 核 RNA 分 子 将 经 历 RNA 剪 接 以 从 初级 转录 本 中 除 挤 内 含 子 ,含有 基 
因 组 真 核 序 列 的 载体 可 能 需要 供 体 和 /或 受 体 剪 接 位 点 以 确保 转录 本 的 正确 加 工 以 表达 和 蛋 
白 (参见 ,例如 Chandler 等 人 ,1997, 通 过 引用 并 入 本 文 ) 。 

[0136]  e. 终 止 信和 号 

[0137] “本 发 明 的 载体 或 构建 体 可 能 需要 至 少 一 个 终止 信和 号。 终止 信号 ?或 “终止 子 " 包 含 
参与 通过 RNA 聚 合 酶 特异 性 终止 RNA 转 录 本 的 DNA 序 列 。 因 此 ,在 一 些 实施 方式 中 涉及 结束 
RNA 转 录 本 产生 的 终止 信号 。 终 止 子 可 能 是 体内 所 必需 的 以 实现 想 要 的 信使 水 平 。 

[0138] ”在 真 核 系统 中 ,终止 子 区 域 还 可 以 包含 特定 的 DNA 序 列 ,其 允许 新 转录 本 的 位 点 特 
异性 切割 ,从 而 暴露 多 腺 芽 化 位 点 。 这 会 回 专 职 的 内 源 聚 合 酶 发 出 信号 ,使 其 将 一 串 大 约 
200 个 残 基 A (多 聚 A) 添加 到 转录 本 的 3 末端 ,经 此 多 聚 A 尾 巴 修饰 的 RNA 分 子 表 现 得 更 加 稳 
定 并 且 更 有 效 地 被 翻译 ,因此 ,在 其 它 涉及 真 核 细胞 的 实施 方式 中 ,优选 地 ,终止 子 包含 用 
于 RNA 切 割 信号 ,更 优选 地 ,终止 子 信号 促进 信使 的 多 聚 腺 节 化 ,终止 子 和 /或 多 聚 腺 苔 化 位 
点 元 件 可 用 于 增强 信使 水 平 , 并 使 从 盒 读 入 其 它 序列 的 读 取 最 小 化 。 

[0139] “考虑 到 用 于 本 发 明 的 终止 子 包 括 如 本 文 描述 的 或 本 领域 普通 技术 人 员 已 知 的 任 
意 已 知 的 转录 终止 子 ,包括 但 不 限于 ,例如 ,基因 的 终止 序列 ,例如 牛 生长 激素 终止 子 或 病 
毒 终止 序列 ,例如 SV40 终 止 子 ,在 一 些 实施 方式 中 ,终止 信号 可 以 是 可 转录 或 可 翻译 序列 的 
缺失 ,例如 由 于 序列 截 短 所 造成 的 。 

[0140] 了 .多 腺 芽 化 信号 

[0141] ”在 表达 时 ,尤其 是 真 核 表 达 时 ,通常 会 包括 多 腺 苔 化 信号 以 进行 转录 本 的 正确 的 
多 腺 苷 化 人们 认为 多 腺 苷 化 信号 的 性 质 对 于 本 发 明 的 成 功 实施 不 是 关键 性 的 ,可 以 使 用 
任意 此 类 序列 。 优 选 的 实施 方式 包括 SV40 多 腺 苷 化 信号 或 牛 生 长 激素 多 腺 昔 化 信号 ,它们 
在 多 种 靶 细 胞 中 是 方便 的 且 已 知 它们 的 作用 是 很 好 的 。 多 腺 昔 化 可 以 增强 转录 本 的 稳定 性 
或 者 可 以 促进 细胞 质 转运 。 

[0142] CC. 载体 递送 

[0143] ”在 本 发 明 中 ,将 重 编程 载体 导入 体 细胞 中 可 以 使 用 任何 合适 的 用 于 核酸 递送 以 转 


py 


由 


| 
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化 细胞 的 方法 ,如 本 文 所 描述 或 如 本 领域 普通 技术 人 员 已 知 的 。 此 类 方法 包括 但 不 限于 ， 
DNA 的 直接 递送 ,例如 通过 离 体 转 染 (Wilson 等 人 ,1989,Nabel 等 人 ,1989) ,通过 注射 (美国 
专利 号 5,994,624、5,981,274、5,945,100、5,780,448、5,736,524、5,702,932、5,656,610、 
5,589,466 和 5,580,859 ,每 篇 通过 引用 并 入 本 文 ) ,包括 微 注射 (Harland and Weintraub， 
1985 ;美国 专利 号 5,789,215, 通 过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 电 穿 孔 (美国 专利 号 5,384,253 , 通 
过 引用 并 入 本 文 ;Tur-Kaspa 等 人 ,1986;Potter 等 人 ,1984) ;通过 磷酸 钙 沉 演 (Graham and 
Van Der Eb,1973;Chen and 0kayama， 1987;Rippe 等 人 ,1990) ;通过 使 用 DEAE- 葡 聚 糖 , 然 
后 通 过 肾 乙 一 醇 (Gopal ,1985) ;通过 直接 的 声波 载 入 (sonic loading) (Fechheimer 等 人 ， 
1987) ;通过 脂 质 体 介 导 的 转 染 Nicolau and Sene,1982;Fraley 等 人 ,1979;Nicolau 等 人 ， 
1987;Wong 等 人 ,1980;Kaneda 等 人 ,1989;Kato 等 人 ,1991) 和 受 体 介 导 的 转 染 Wu and Wu， 
1987;Wu and Wu,1988) ;通过 微 弹 双击 (PCT 申 请 号 WO 94/09699 和 95/06128; 美 国 专利 号 5， 
610,042;5,322,783,5,563,055,5,550,318,5,538,877 和 5,538,880, 每 篇 通过 引用 并 入 本 
文 ) ;通过 以 碳化 硅 纤 维 搅拌 Kaeppler 等 人 ,1990; 美 国 专利 号 5,302,523 和 5 ,464,765 ,每 
篇 通过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 农 杆 菌 介 导 的 转化 (美国 专利 号 5,591,616 和 5,563 ,055 ,每 篇 
通过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 PEG 介 导 的 原生 质 体 转化 (0mirulleh 等 人 ,1993; 美 国 专 利 号 4， 
684,611 和 4,952,500 ,每 篇 通过 引用 并 入 本 文 ) :通过 于 燥 / 抑 制 介 导 的 DNA 摄 取 (Potrykus 
等 人 ,1985) ,以 及 任意 此 类 方法 的 组 合 . 通 过 应 用 诸如 此 类 的 技术 ,可 以 稳定 地 或 瞬间 地 转 
化 细胞 器 、 细 胞 、 组 织 或 生物 体 。 

[0144] ”a. 脂 质 体 介 导 的 转 染 

[0145] ”在 本 发 明 的 一 些 实施 方式 中 ,核酸 可 以 包 载 在 脂 复 合 物 例如 脂 质 体 中 。 脂 质 体 是 
圳 泡 结构 , 其 特征 在 于 磷脂 双 层 膜 和 内 部 水 性 介质 。 多 层 脂 质 体 具有 被 水 性 介质 分 开 的 多 
个 脂 层 。 当 磷脂 悬浮 在 过 量 的 水 次 液 中 时 ,它们 会 自发 形成 。 在 形成 封闭 结构 并 将 水 和 洲 解 
的 溶质 包 载 在 脂 双 层 之 间 以 前 , 脂 成 分 会 经 历 自我 重 排 (Ghosh and Bachhawat ,1991) 。 还 
考虑 到 核酸 与 Lipofectamine (Gibco BRL) 或 Superfect (Qiagen) 的 复合 ,所 使 用 的 脂 质 体 
的 量 可 以 根据 脂 质 体 的 性 质 以 及 所 使 用 的 细胞 而 变化 ,例如 ,考虑 到 大 约 5ug 至 大 约 20hg 载 
体 DNA/1-10x 10 个 细胞 。 

[0146] ”在 体外 进行 脂 质 体 介 导 的 核酸 递送 和 外 源 DNA 的 表达 已 经 是 非常 成 功 的 (Nicolau 
and Sene,1982;Fraley 等 人 ,1979;Nicolau 等 人 ,1987) 。 也 已 经 证 明了 脂 质 体 介 导 的 外 源 
DNA 递 送 和 在 培养 的 鸡 胚胎 .HeLa 和 肝 细 胞 瘤 细 胞 中 表达 的 可 行 性 Wong 等 人 ,1980) 。 
[0147] ”在 本 发 明 的 一 些 实施 方式 中 , 脂 质 体 可 以 与 血 凝 病毒 (HVJ) 复合 .已 经 表明 这 会 促 
进 与 细胞 膜 的 融合 并 促进 脂 质 体 包 载 的 DNA 进 入 细胞 aneda 等 人 ， 1989) 。 在 其 它 实 施 方式 
中 , 脂 质 体 可 以 与 细胞 核 韭 组 蛋白 染色 体 蛋 白 (HMG-1) 复合 或 与 之 结合 使 用 (Kato 等 人 
1991) 。 在 其 它 实施 方式 中 , 脂 质 体 可 以 与 HWJ 和 HMG-1 二 者 复合 或 与 之 结合 使 用 .在 其 它 

施 方式 中 ,递送 介质 可 以 包含 配 体 和 脂 质 体 。 

[0148] “b. 电 穿孔 
[0149] ”在 本 发 明 的 一 些 实施 方式 中 ,通过 电 穿 孔 法 将 核酸 导入 细胞 , 电 穿 和 孔 包括 将 细胞 
其 序 液 和 DNA 暴 露 于 高 压 放电 。 可 以 通过 机 械 击 伤 使 受 体 细胞 变 得 更 加 易于 转化 同样, 所 
使 用 的 载体 数量 可 以 根据 所 使 用 的 细胞 的 性 质 而 变化 ,例如 ,考虑 到 大 约 5ug 至 大 约 20ng 载 
体 DNA/1-10x 10 个 细胞 。 
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[0150] ”通过 电 穿 孔 法 转 染 真 核 细胞 已 经 是 相当 成 功 的 做 法 .已 经 以 人 类 kxk- 免 疫 球 蛋 白 基 
因 转 染 了 小 鼠 pre-B 淋 巴 细胞 (Potter 等 人 ,1984) ,也 已 经 按照 这 种 方式 以 氧 霉 素 乙酰 转移 
酶 基因 转 染 了 大 鼠 肝 细胞 Tur Kaspa 等 人 ,1986) 。 

[0151] ec. 磷酸 钙 

[0152] ”在 本 发 明 的 其 它 实施 方式 中 ,使 用 磷酸 钙 沉 演 法 将 核酸 导入 细胞 中 .已 经 使 用 该 
技术 以 腺 病毒 5DNA 转 染 了 人 类 KB 细胞 (Graham and Van Der Eb ,1973) 。 同 样 ,按照 这 种 方 
式 , 已 经 以 新 霉 素 标志 物 基因 转 染 了 小 鼠 L (49) 、 小 鼠 C127、CHO、CV-1、BHK、NIH3T3 和 HeLa 细 
胞 (Chen and Okayama,1987) ,并 且 以 多 种 标志 物 基 因 转 染 了 大 鼠 肝 细胞 (Rippe 等 人 ， 
1990) 。 

[0153] “”d.DEAE- 葡 聚 糖 

[0154] ”在 其 它 实施 方式 中 ,使 用 DEAE- 苯 聚 糖 、 然 后 以 聚 乙 二 醉 将 核酸 递送 进入 细胞 中 。 
按照 这 种 方式 ,将 报告 分 子 质粒 导入 了 小 鼠 上 骨髓 瘤 和 红 白 血 病 细胞 (Gopal ,1985) 。 

[0155] ”6 .声波 载 入 

[0156] ”本 发 明 的 另外 的 实施 方式 包括 通过 直接 声波 载 入 法 来 导入 核酸 .已 经 通过 声波 载 
入 法 以 胸 芽 激酶 基因 转 染 了 LTK 成 纤维 细胞 Fechheimer 等 人 ,1987) 。 

[0157] 耻 . 受 体 介 导 的 转 染 

[0158] ”另外 ,可 以 通过 受 体 介 导 的 递送 介质 将 核酸 递送 进入 靶 细 胞 ,这 利用 了 “ 靶 细 胞 内 
发 生 的 受 体 介 导 的 细胞 内 否 作 用 选择 性 摄取 大 分 子 ” 这 一 优势 ,鉴于 多 种 受 体 的 细胞 类 型 
特异 性 分 布 ,该 递送 方法 增加 了 本 发 明 的 另外 的 特异 性 程度 。 
[0159] 一些 受 体 介 导 的 基因 靶 癌 夺 泡 包括 细胞 受 体 特异 性 的 配 体 和 核酸 结合 试剂 ,其它 
的 包括 细胞 受 体 特异 性 配 体 , 待 递送 的 核酸 与 之 可 操作 地 连接 ,有数 种 配 体 已 被 用 于 受 体 
介 导 的 基因 转移 (Wu and Wu,1987;Wagner 等 人 ,1990;Perales 等 人 ,1994;Myers ,EPO 
0273085) ,其 建立 起 了 该 技术 的 可 行 性 .已 经 描述 了 另 一 种 哺乳 动物 细胞 类 型 情况 下 的 特 
异性 递送 Wu and 由 ,1993; 通 过 引用 并 入 本 文 ) ,在 本 发 明 的 一 些 方面 ,将 配 体 选择 为 对 应 
于 在 靶 细 胞 群体 上 特异 性 表达 的 受 体 。 

[0160] ”在 其 它 实 施 方式 中 ,细胞 特异 性 核酸 靶 回 襄 泡 的 核酸 递送 介质 成 分 可 以 包括 与 脂 
质 体 联合 的 特异 性 结合 配 体 。 待 递送 的 核酸 装 在 所 述 脂 质 体内 ,并 且 所 述 特 异性 结合 配 体 
官能 地 挨 入 所 述 脂 质 体 的 膜 中 。 因 此 脂 质 体 将 特异 性 与 间 细 胞 的 受 体 结 合并 将 内 容 物 递 送 
进入 细胞 .已 经 表明 此 类 系统 是 功能 性 的 ,使 用 了 这 样 的 系统 :例如 ,其 中 表皮 生长 因子 
(EGP) 用 于 通过 受 体 介 导 的 核酸 递送 ,递送 进入 显示 出 EGF 受 体 上 调 的 细胞 中 。 

[0161] 在 其 它 实施 方式 中 , 靶 癌 递送 介质 的 核酸 递送 介质 成 分 可 以 是 脂 质 体 本 身 ,其 优 
选 包 含 一 种 或 多 种 指导 细胞 特异 性 结合 的 脂 或 糖 蛋 白 。 例 如 ,已 经 将 乳糖 酰基 神经 酰胺 , 半 
乳糖 末端 神经 节 苷 脂 , 挫 入 脂 质 体 ,并 且 观 察 到 肝 细 胞 对 胰岛 系 基 因 摄 取 的 增加 (Nicolau 
等 人 ,1987) 。 考 虚 到 可 以 按照 类 似 方式 将 本 发 明 的 组 织 特异 性 转化 构建 体 特异 性 递送 进入 
辑 细 胞 中 。 

[0162]  g. 微 弹 又 击 

[0163] ” 微 弹 索 击 技术 可 用 于 将 核酸 导入 至 少 一 个 细胞 器 、 细 胞 .组织 或 生物 体 (美国 专利 
号 5,550,318; 美 国 专利 号 5,538,880; 美 国 专利 号 5,610,042; 和 PCT 申 请 WO 94/09699 ;每 篇 
通过 引用 并 入 本 文 ) 。 该 方法 依赖 于 将 DNA 包 被 的 微 弹 加 速 至 高 速 的 能 力 , 以 允许 它们 罕 过 
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细胞 膜 并 进入 细胞 而 不 杀 死 细胞 Klein 等 人 ,1987) ,本 领域 已 知 有 多 种 微 弹 寿 击 技术 ,其 
中 很 多 可 用 于 本 发 明 。 
[0164] ”在 这 种 微 弹 又 击 方法 中 ,可 以 使 用 至 少 一 个 核酸 包 被 一 个 或 多 个 颗粒 并 通过 推进 
力 将 其 递送 进入 细胞 .已 经 开发 了 数 种 用 于 加 速 小 颗粒 的 装置 。 一 种 此 类 装置 利用 高 压 放 
电 以 产生 电流 ,继而 提供 驱动 力 (Yang 等 人 ,1990) 。 所 使 用 的 微 弹 由 生物 惰性 物质 组 成 , 例 
如 铭 或 金 颗粒 或 珠子 .示例 性 的 颗粒 包括 那些 包含 钨 、 铂 和 优选 金 的 颗粒 .考虑 到 在 一 些 情 
况 下 DNA 沉 深 到 金属 颗粒 上 对 于 通过 微 弹 缀 击 将 DNA 递 送 进入 受 体 细胞 而 言 不 是 必需 的 。 另 
一 方面 ,也 考虑 到 颗粒 可 以 包含 DNA 而 不 是 被 DNA 包 被 .DNA 包 被 的 颗粒 可 以 增强 通过 颗粒 缘 
击 递送 的 DNA 的 水 平 ,但 是 就 其 本 身 而 言 不 是 必需 的 。 

[0165] ”为 了 进行 双击, 将 悬 译 液 中 的 细胞 浓缩 于 纤维 或 固体 培养 基 上 。 可 替代 地 ,可 以 将 
未 成 熟 的 胚胎 或 其 它 靶 细胞 排列 于 固体 培养 基 上 .将 待 稻 击 的 细胞 置 于 微 弹 阻 停 板 下 合适 
的 距离 。 

[0166] ”VI.iPS 细 胞 的 选择 

[0167] ”在 本 发 明 的 一 些 方面 ,在 将 重 编程 载 体 导 入 体 细胞 之 后 ,培养 这 些 细胞 以 进行 扩 
展 。 可 以 就 载体 元 件 例如 报告 分 子 或 选择 标志 物 的 存在 来 选择 细胞 ,以 浓缩 经 转 染 的 细胞 。 
重 编程 载体 将 在 这 些 细胞 中 表达 重 编程 因子 ,并 随 着 细胞 分 裂 而 复制 和 分 割 . 这 些 被 表达 
的 重 编 程 因子 将 会 重 编程 体 细胞 基因 组 ,以 建立 自我 持续 的 多 潜能 状态 ,同时 或 在 除 掉 存 
在 的 载体 的 阳性 选择 之 后 ,外 源 遗 传 元 件 将 逐渐 丧失 。 转 基因 表达 的 沉默 允许 仅 就 报告 基 
因 表达 的 关闭 来 选择 诱导 的 多 潜能 干细胞 ,或 与 就 其 它 胚 胎 干 细胞 特征 进行 的 选择 联合 来 
选择 诱导 的 多 潜能 干细胞 ,因为 预期 它们 与 多 潜能 胚胎 干细胞 是 基本 上 相同 的 。 

[0168] A. 就 报告 基因 表达 进行 选择 

[0169] ”导入 了 本 发 明 的 重 编程 载体 的 细胞 可 以 同时 表达 报告 分 子 和 重 编 程 因 子 , 并 且 可 
以 在 不 同 的 时 间 点 就 报告 基因 表达 的 存在 或 不 存在 来 进行 选择 .例如 ,可 以 就 报告 分 子 的 
存在 来 选择 细胞 ,并 且 可 以 通过 使 用 报告 分 子 优化 转 染 。 可 以 惑 报告 分 子 的 丧失 来 筛选 诱 
导 的 多 潜能 干细胞 ,因为 在 重 编程 过 程 中 转基因 会 被 沉默 。 此 类 选择 或 筛选 是 基于 由 报告 
基因 的 表达 产生 的 可 检测 信号 ,其 作为 转基因 表达 的 指示 。 

[0170] “可 以 通过 多 种 方式 中 的 任 一 种 来 产生 可 检测 信号 ,这 取决 于 本 发 明 的 方法 中 所 使 
用 的 报告 基因 的 性 质 。 例 如 ,可 检测 信号 可 以 是 发 光 , 例 如 奖 光 信号 ,例如 GFP。GFP 是 一 种 脆 
光 多 上 肽 ,其 产生 痰 光 信 号 而 无 需 底 物 或 辅 因子 。GFP 的 表达 和 检测 技术 是 本 领域 熟知 的 ,可 
以 从 商业 上 获得 试剂 盒 ,例如 从 Clontech 获 得 ,可 以 在 完整 细胞 中 测定 GFP 的 表达 ,无 需 将 
其 裂解 或 添加 另外 的 试剂 或 者 ,所 述 可 检测 信号 可 以 是 由 酶 活性 或 细胞 表面 标志 物 例如 
LNGFR 的 识别 而 产生 的 信号 。 
[0171] ” 流 式 细胞 术 , 例 如 ,荧光 激活 的 细胞 分 选 (FACS) 被 普遍 用 于 基于 报告 基因 的 表达 
来 选择 可 检测 信号 。FACS 提 供 了 将 细胞 的 异 质 混合 物 分 选 进入 两 个 或 更 多 个 容器 的 方法 ， 
每 次 分 选 一 个 细胞 ,其 基于 每 个 细胞 的 特定 光 散 射 和 诡 光 特征 ,这 提供 了 从 单个 细胞 中 发 
出 的 奖 光 信号 的 快速 的 客观 的 和 定量 的 记录 ,并 提供 了 诱导 的 多 潜能 细胞 的 物理 分 离 。 
[0172] “” 萤 光 素 酶 也 可 用 作 测 定 的 基础 。 萤 光 素 酶 的 表达 是 本 领域 已 知 的 , 草 光 素 酶 的 表 
达 和 检测 试剂 盒 可 以 从 Clontech (Palo Alto,Calif.) 通过 商业 渠道 获得 .有利 地 ,在 通过 
闪烁 计数 器 监视 发 光 信 号 之 前 ,将 细胞 裂解 并 向 细胞 中 加 入 董 光 素 底 物 , 以 测定 绚 光 素 酶 
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的 存在 。 

[0173] ”基于 酶 的 测定 法 的 执行 方式 与 基于 莹 光 素 酶 的 测定 法 类 似 ,不 同 之 处 在 于 检测 不 
一 定 是 通过 发 光 进 行 。 检 测 技 术 将 取决 于 酶 ,因此 可 以 是 目测 (例如 在 B- 半 乳糖 背 酶 的 情况 
下 ) 。 
[0174] ”物理 和 生物 化 学 方法 也 可 用 于 鉴定 或 定量 本 发 明 的 报告 基因 的 表达 .这些 方法 包 
括 但 不 限于 :1) Southern 分 析 或 PCR 扩 增 , 以 检测 并 确定 重组 DNA 插 入 子 的 结构 ;2) northern 
印迹 、S-1RNase 保 护 、 引 物 延伸 或 道 转录 酶 -PCR 扩 增 , 以 检测 并 检查 基因 构建 体 的 RNA 转 录 
本 ;3) 酶 测定 法 ,以 检测 酶 活性 ( 当 此 类 基因 产物 由 基因 构建 体 编码 时 ) ; 少 蛋白 凝 胶 电 泳 、 
western 印 迹 技 术 、 免 疫 沉 演 或 酶 联 免 疫 测定 ( 当 基 因 构 建 体 产 物 是 蛋白 时 ) ;和 5) 由 于 所 时 
入 的 基因 构建 体 的 表达 而 产生 的 化 合 物 的 生物 化 学 测定 ,另外 的 技术 ,例如 原 位 杂交 、 酶 染 
色 和 免疫 染色 也 可 用 于 检测 特定 细胞 中 报告 基因 的 存在 或 表达 。 

[0175]  B. 就 胚胎 干细胞 特征 进行 选择 

[0176] ”之 前 的 研究 中 成 功 产 生 的 ijPSC 在 以 下 方面 与 天 然 分 离 的 多 潜能 干细胞 (例如 小 鼠 
和 人 胚胎 干细胞 ,分 别 是 mESC 和 hESO) 是 显著 相似 的 ,由 此 确认 了 iPSC 相 对 于 天 然 分 离 的 多 
潜能 干细胞 的 性 质 、 真 实 性 和 多 潜能 性 。 因 此 ,除了 报告 基因 表达 的 存在 或 不 存在 以 外 ,可 
以 基于 下 列 一 个 或 多 个 胚胎 干细胞 特征 来 选择 根据 本 发 明 公 开 的 方法 产生 的 诱导 的 多 洪 
能 干细胞 。 

[0177] a. 细胞 生物 学 特征 

[0178] ”形态 学 :iPSC 在 形态 上 类 似 于 ESC。 每 个 细胞 可 以 具有 圆 形 , 大 的 核 仁 并 缺乏 细胞 
质 .iPSC 的 群落 也 可 以 与 FSC 类 似 。 人 类 ipPSC 形 成 具有 明显 边界 的 .平坦 的 .紧密 聚集 的 群 
落 , 这 与 hESC 类 似 ;小 鼠 iPSC 形 成 与 mnESC 类 似 的 群落 ,不 如 hESC 的 群落 平坦 , 比 hESC 的 群落 
[0179] ”生长 特征 :加 倍 时 间 和 和 有丝分裂 活性 是 ESC 的 要 素 ,因为 干细胞 必须 自我 更 新 ( 作 
为 其 定义 的 一 部 分 ) ,iPSC 在 有 丝 分 裂 活性 、 自 我 更 新 活性 、 增 殖 和 分 裂 速 率 方 面 可 以 与 ESC 
相同 。 

[0180] ”干细胞 标志 物 :iPSC 可 以 表达 在 ESC 上 表达 的 细胞 表面 抗原 性 标志 物 。 人 类 iPSC 表 
达 hESC 特 异性 的 标志 物 ,包括 但 不 限于 SSEA-3、SSEA-4、TRA-1-60、TRA-1-81、TRA-2-49/6E 
和 Nanog。 小 鼠 iPSC 表 达 SSEA-1 但 不 表达 SSEA-3 也 不 表达 SSEA-4, 这 与 mnESCs 是 类 似 的 。 
[0181] “干细胞 基因 :iPSC 可 以 表达 在 未 分 化 的 ESC 中 表达 的 基因 ,包括 0ct-37/4、Sox2、 
Nanog ~、GDF3、REX1 \FGF4、ESG1 .DPPA2、DPPA4 和 和 hTERT。 

[0182] ” 端 粒 酶 活性 : 端 粒 酶 是 维持 细胞 分 裂 不 受 Hayflick 极 限 (一 50 次 细胞 分 裂 ) 限制 所 
必需 的 .hESC 表 达 高 端 粒 酶 活性 ,以 维持 自我 更 新 和 增殖 ,iPSC 也 显示 出 高 端 粒 酶 活性 并 表 
达 hTERT (人 端 粒 酶 着 转 录 酶 ) ,其 为 端 粒 酶 和 蛋白 复合 物 中 的 必要 成 分 。 

[0183] ”多 潜能 性 :iPSC 将 能 够 以 类 似 于 ESC 的 方式 分 化 为 完全 分 化 的 组 织 。 
[0184] ”神经 的 分 化 :iPSC 可 以 分 化 成 神经 元 ,表达 BIII- 微 管 蛋 白 、 栈 氨 酸 羟 化 酶 、AADC、 
DAT、ChAT、LMX1B 和 MAP2。 儿 共 酚 胺 相关 的 酶 的 存在 可 以 指示 iPSC (类 似 于 hESO 可 以 分 化 成 
为 多 巴 胺 能 神经 元 ,在 分 化 之 后 ,干细胞 相关 的 基因 将 会 被 下 调 。 

[0185] 心脏 的 分 化 :iPSC 可 以 分 化 为 心肌 细胞 ,其 自发 开始 跳动 ,心肌 细胞 表达 TnTc、 
MEF2C、MYL2A、MYHCB 和 NKX2.5。 在 分 化 之 后 ,干细胞 相关 的 基因 将 会 被 下 调 。 
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[0186] ” 畏 胎 瘤 形 成 :注射 进入 免疫 缺陷 型 小 鼠 的 iPSC 可 能 在 一 定时 间 之 后 (例如 9 周 ) 自 
发 形成 畸 胎 瘤 。 畴 胎 瘤 是 含有 源 自 三 个 胚层 即 内 胚层 .中 胚层 和 外 胚层 的 组 织 的 多 谱系 肿 
瘤 ; 这 与 其 它 肿瘤 不 同 , 其 它 肿 瘤 通 常 仅 是 一 种 细胞 类 型 . 畸 胎 瘤 的 形成 是 多 江 能 性 的 标志 
测定 。 
[0187] ” 胚 状 体 : 培 养 中 的 hESC 上 自发 形成 球状 胚胎 样 结构 ,其 被 称 作 “ 胚 状 体 ” ,其 由 具有 有 
丝 分 裂 活性 的 和 分 化 中 的 hESC 的 核心 和 来 自 所 有 三 个 胚层 的 完全 分 化 的 细胞 的 外 围 组 成 。 
iPSC 也 可 能 形成 胚 状 体 并 具有 外 周 分 化 的 细胞 。 
[0188] ” 胚 泡 注射 :hESC 天 然 地 驻 留 于 胚 泡 的 内 细胞 群 (成 胚 区 ) 内 ,在 成 胚 区 中 分 化 为 胚 
胎 ; 而 胚 泡 的 壳 (滋养 层 ) 分 化 为 胚胎 外 的 组 织 。 中 空 的 洲 养 层 不 能 形成 活 的 胚胎 ,因此 ,成 
胚 区 中 的 胚胎 干细胞 必须 分 化 并 形成 胚胎 .通过 微量 吸 液 将 iPSC 注 射 进入 洲 养 层 以 产生 被 
转移 进入 峻 性 受 体 的 胚 泡 , 这 可 能 导致 产生 符合 的 活 的 小 鼠 幼 患 : 具 有 10%%-90% 的 嵌 合 
性 ,遍布 其 身体 迭 入 了 iPSC 衍 生物 的 小 鼠 。 
[0189] bb. 表 观 遗传 学 的 重 编程 
[0190] ”启动 子 去 甲 基 化 : 甲 基 化 是 甲 基 被 转移 至 DNA 碱 基 ,通常 是 甲 基 被 转移 至 CpG 位 点 
邻近 的 胞 喀 啶 / 乌 嗓 叭 序列 ) 中 的 胞 喀 喀 分子 。 基 因 的 广泛 甲 基 化 会 通过 抑制 表达 蛋白 的 
活性 或 募集 干扰 表达 的 酶 而 对 表达 产生 于 扰 . 因 此 ,基因 的 甲 基 化 会 通过 阻止 转录 而 有 效 
地 使 其 沉默 ,内 源 的 多 潜能 性 相关 的 基因 (包括 0ct-3/4、Rexl1 和 Nanog) 的 启动 子 可 能 在 
iPSC 中 被 去 甲 其 化 ,显示 出 其 启动 子 活性 以 及 多 潜能 性 相关 的 基因 在 iPSC 中 的 活性 启动 和 
表达 。 
[0191] ”组 蛋白 去 甲 基 化 :组 蛋白 是 在 结构 上 定位 于 DNA 序 列 的 紧凑 的 蛋白 ,其 可 以 通过 多 
种 染色 质 相 关 的 修饰 发 挥 其 活性 ,与 0ct-3/4、Sox2 和 Nanog 相 关 的 H3 组 蛋白 可 以 被 去 甲 基 
化 以 激活 0ct-3/4、Sox2 和 Nanog 的 表达 。 
[0192] VIT .培养 iPS 细 胞 
[0193] ”使 用 所 公开 的 方法 将 重 编程 载体 导入 体 细胞 之 后 ,可 以 将 这 些 细 胞 在 足以 维持 多 
洪 能 性 的 培养 基 中 培养 .可 以 使 用 为 了 培养 灵 长 类 多 潜能 干细胞 (更 具体 而 言 胚胎 干细胞 ) 
而 开发 的 多 种 培养 基 和 技术 来 培养 本 发 明 中 产生 的 诱导 的 多 潜能 干 GPS) 细胞 ,如 美国 专 
利 申 请 20070238170 和 美国 专利 申请 20030211603 中 所 描述 。 
[0194] 例如 ,与 人 类 胚胎 干 (hES) 细胞 一 样 ,可 以 将 iPS 细 胞 维持 在 以 下 培养 其 中 :80% 
DMEM (Gibco#10829-018 或 #11965-092) ,20% 未 经 热 灭 活 的 确定 的 胎 牛 血清 (FBS) ,1% 非 必 
需 氨 其 酸 ,1mM L- 谷 氨 栈 胺 和 0.1mMB- 药 其 乙醇 ,或 者 ,可 以 将 ES 细胞 维持 在 以 下 无 血清 培 
养 苛 中 :80%Knock-0ut DMEM (Gibco#10829-018) ,20% 血 清 奉 代 物 (Gibco#10828-028) ， 
1% 非 必需 氨基 酸 , 1mM [一 谷 氮 酰 胺 和 0. lmMB- 统 基 乙 醇 。 在 临 使 用 前 ,加 入 人 bFGF 至 终 浓 度 
为 大 约 4ng/mL W099/20741) 。 
[0195] ”与 ES 细胞 一 样 ,IPS 细 胞 具有 可 以 通过 免疫 组 化 或 流 式 细胞 术 鉴 定 的 特征 性 抗原 ， 
使 用 针对 SSEA-1、SSEA-3 和 SSEA-4 的 抗体 (Developmental Studies Hybridoma Bank， 
National Institute of Child Health and Human Development ,Bethesda Md.) ,以 及 针 
对 TRA-1-60 和 TRA-1-81 的 抗体 (Andrews 等 人 ,1987) .可 以 通过 将 大 约 0.5-10x105 个 细胞 注 
射 进入 8-12 周 龄 的 雄性 SCID 小 鼠 的 后 腿 肌 肉 中 来 确认 胚胎 干细胞 的 多 潜能 性 .产生 畸 胎 瘤 
证 明 三 个 胚层 中 的 每 一 个 的 至 少 一 种 细胞 类 型 。 
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[0196] VIITI. 实 施 例 

[0197] ”包括 了 以 下 实施 例 以 说 明 本 发 明 的 优选 实施 方式 .本 领域 技术 人 员 应 该 认识 到 ， 
以 下 实施 例 中 公开 的 技术 代表 本 发 明 人 发 现 的 在 实施 本 发 明 时 效果 良好 的 技术 ,因此 可 以 
被 认为 是 构成 其 实施 的 优选 模式 。 但 是 ,根据 本 公开 文本 ,本 领域 技术 人 员 应 该 认识 到 ,可 
以 不 脱离 本 发 明 的 精神 和 范围 而 对 所 公开 的 具体 实施 方式 作出 很 多 改变 ,并 且 仍 然 获得 相 
同 或 相似 的 结果 。 

[0198] ”实施 例 1- 逆 转录 病毒 载体 的 构建 
[0199] 之 前 在 Kennedy 等 人 (2003) 中 已 经 报道 了 用 于 导入 重 编程 基因 和 选择 标志 物 的 杀 
本 逆转 录 载 体 。 简 而 言 之 ,最 简 载体 包含 5 和 3 MMLV 长 未 端 重复 区 (LTR) ,其 中 5 LTR 包 含 用 
于 驱动 重 编程 和 选择 所 需 的 基因 之 表达 的 启动 子 (图 1) 。 便 利 地 ,在 5 LTR 的 紧邻 上 游 还 存 
在 细胞 巨 化 病毒 启动 子 , 从 而 逆转 录 病 毒 质粒 可 用 于 瞬间 转 染 ,而 当 该 质粒 被 用 作 病 毒 合 
成 的 模板 时 ,其 保持 无 功能 状态 。 

[0200] ”如 图 1 所 示 , 将 Sox-2、Nanog、0ct4 和 和 Lin28 各 自 导 入 基于 MMLV 的 道 转录 病毒 骨架 ， 
所 述 骨 架 还 编码 荧光 蛋白 ,Sox-2 和 0ct4 均 被 置 于 编码 增强 型 绿色 荣光 蛋白 (eGFP) 的 逆转 
录 病 毒 骨 架 ; 而 Nanog 和 Lin28 被 置 于 能 够 表达 单 体 红色 奕 光 蛋白 (mRFP) 的 骨架 。 编 码 重 编 
程 基因 的 转录 本 的 翻译 在 规范 的 ATG 起 始 密码 子 处 起 始 ; 而 下 游 交 光 和 蛋白 通过 源 自 脑 心肌 
炎 病 毒 的 内 部 核糖 体 进 入 位 点 (IRES) 被 翻译 。 
[0201] ”实施 例 2- 使 用 逆转 录 病 毒 载体 产生 病毒 
[0202] ”按照 以 下 方式 使 用 道 转录 病毒 载体 来 产生 病毒 ,首先 ,以 单独 转 染 方式 制备 编码 
Sox-2、0ct4、Nanog 或 Lin-28 的 4 种 逆转 病毒 载体 中 的 每 一 种 ,将 10ng 每 种 逆转 录 病 毒 载体 
各 自 与 编码 水 疱 性 口 炎 病毒 - 假 糖 蛋 白 (lng) .Gag 聚 合 酶 (3ug) 和 NFkB (lug) 的 DNA 混 合 。 然 
后 将 DNA 与 500ul 0ptiMem 混 合 。 单 独 将 40u1 聚 乙烯 亚 胺 (mg/ml) 与 500n1 0ptiMem 混 合 。 然 
后 将 DNA/0ptiMem 混 合 物 .PEI/0ptiMem 混 合 物 置 于 室温 , 温 育 5 分 钟 ,然后 混合 在 一 起 以 产 
生 大 约 1m1 的 溶液 ,将 该 溶液 在 室温 温 育 至 少 20 分 钟 。 

[0203] ”本 发 明 人 转 染 的 是 过 表达 SV40T- 抗 原 蛋 白 的 293 细 胞 ,在 转 染 前 一 天 稀释 所 述 细 
胞 ,使 所 述 细胞 在 转 染 当天 达到 大 约 80% 的 汇合 度 ,在 转 染 当天 ,使 用 1x PBS 清 洗 细 胞 , 然 
后 加 入 4ml 0ptiMem 或 DMEM (不 含 血 清和 抗生素 ) ,一 旦 在 20 分 钟 的 温 育 期 内 形成 杀 脂 复合 
物 , 则 向 细胞 中 逐 滴 加 入 DNA 复 合 物 ml) 。 在 37'C 以 DMEM,10% 胎 牛 或 小 牛 血 清和 50mM 
Hepes 缓 冲 盐 水 温 育 4 小 时 之 后 ,更 换 培 养 基 。 转 染 48 小 时 之 后 ,通过 从 转 染 的 平板 中 收集 
5m1 培 养 基 来 收获 病毒 ,然后 在 1000rpm 将 含有 病毒 的 培养 基 离 心 5 分 钟 ,以 除 掉 细胞 碎片 ， 
然后 通过 45um 的 针 简 过 滤器 过 滤 该 培养 基 。 
[0204] ”实施 例 3- 细 胞 的 感染 和 铺 板 
[0205] “通过 以 下 两 种 方法 中 的 一 种 进行 感染 和 转变 至 允许 发 生 重 编程 的 环境 的 程序 。 一 
种 方法 包括 感染 并 将 感染 的 和 未 感染 的 细胞 铺 入 经 辐射 的 MEF 以 进行 重 编程 ; 另 一 种 方法 
包括 通过 分 选 , 仅 将 经 感染 的 细胞 铺 入 MEF, 以 此 来 增强 重 编程 的 效率 。 
[0206] ”方法 1: 以 表达 重 编程 基因 的 病毒 感染 的 未 经 分 选 的 IMR-90 细 胞 进行 重 编程 

[0207] ”IMR-90 细 胞 已 被 成 功用 作 感 染 的 受 体 宿主 ,但 是 该 程序 适用 于 其 它 细 胞 类 型 例如 
原 代 皮 肤 细 胞 和 造血 细胞 的 感染 ,在 感染 前 72 小 时 ,将 大 约 50,000 个 IMR-90 细 胞 种 入 6 孔 板 
的 每 个 孔 中 .准备 另外 的 细胞 平板 ,用 于 测定 每 种 病毒 的 感染 效率 ,例如 ,使 一 个 孔 中 的 细 
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胞 接受 单一 病毒 而 非 接 受 多 个 病毒 .以 1 至 10 的 感染 复数 multiplicity of infection， 
MOD) ,使 用 从 转 染 的 293T 细 胞 新 鲜 收获 的 病毒 进行 感染 ,MOI 的 范围 是 由 于 用 于 产生 病毒 的 
转 染 与 转 染 之 间 的 内 在 差异 造成 的 。 
[0208] ” 转 染 在 6 孔 板 中 进行 :首先 除 掉 培 养 基 并 更 换 为 等 体积 的 4 种 病毒 中 的 每 一 种 , 终 
浓度 为 大 约 5x 10“ 至 1x 10? 个 细胞 /毫升 培养 基 ( 即 每 种 病毒 为 50041 ,总 体积 为 2m1) 。 细 胞 
保持 烙 附 ,将 其 置 于 4C 授 床 ,持续 2 个 小 时 ;然后 置 于 37'C 和 5%C02 中 ,或 者 ,可 以 立即 将 细 
胞 置 于 温 育 箱 中 ,对 感染 效率 无 明显 影响 ,感染 日 定 为 时 间 点 0, 其 后 每 一 天 为 “感染 后 ”, 然 
后 将 感染 的 细胞 温 育 48 小 时 ,然后 使 用 0.2 至 0.5ml 0.05% 胰 蛋白 酶 -EDTA 收 获 来 自 6 孔 板 
的 每 个 孔 的 经 全 部 4 种 病毒 感染 的 细胞 ,收集 细胞 汇集 并 以 含有 10%FBS 的 最 简 必需 培养 
基 M10F) 定 容 至 10-15ml。 然 后 在 1000rpm 离 心 5 分 钟 , 除 掉 上 清 液 ,将 细胞 重 悬 于 10ml1 不 全 
抗生素 的 MLOF ,并 置 于 经 辐射 的 单 层 的 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 MEF) 的 上 面 。 
[0209] ”以 大 约 7.5x 10 个 细胞 /ml 的 密度 将 MEF 铺 板 于 在 添加 经 感染 的 IMR-90 细 胞 之 前 3 
天 以 0.1% 的 明胶 包 被 的 10cm 平 板 。 在 MEF 铺 板 后 的 那 一 天 , 除 掉 培 养 基 并 更 换 为 不 含 FGF 的 
人 ES (hES) 培养 基 (80%DMEM-F12;20% 训 除 血清 奉 代 物 (Knock-out Serum Replacer) ;1% 
非 必 需 氮 基 酸 ; ImM L- 谷 氨 酰 胺 ;0.1mM b- 琉 其 乙醇 ) 。 在 铺 板 后 第 3 天 ,以 1x PBS (不 售 Ca 和 
Mg) 将 MEF 清 洗 一 次 ,将 重 悬 于 10m] MLOF 的 经 感染 的 IMR-90 细 胞 置 于 MEF 上 面 。 过 夜 温 育 允 
许 IMR-90 细 胞 粘 附 ,将 培养 基 更 换 为 10m1 含 有 100ng/ 四 斑马 鱼 FGF 的 条 件 化 培养 基 (CM) ( 表 
示 感 染 后 3 天 ) ,CM 是 这 样 制备 的 :将 hES 培 养 基 在 高 密度 经 辐射 的 MEF 基 底 上 温 育 过 夜 ,收集 
并 补充 100ng/ml zFGF。 然 后 通过 将 消耗 的 培养 基 更 换 为 10m1 新 鲜 的 含有 zFGF 的 CM 来 每 日 
饲养 经 感染 的 IMR-90 细 胞 。 

[0210] 方法 2: 以 表达 重 编程 基因 的 病毒 感染 的 经 分 选 的 IMR-90 细 胞 进行 重 编 程 
[0211] ”按照 方法 1 中 的 描述 进行 感染 ,区 别 在 于 :在 感染 前 ,将 5x 10 个 IMR-90 细 胞 / 孔 接 
种 于 2 个 完整 的 6 孔 板 ,经 感染 的 细胞 的 更 大 的 汇集 物 会 促进 分 选 并 增强 分 选 后 的 存活 性 。 
为 了 为 分 选 作 准 备 , 在 感染 后 3 天 按照 方法 1 中 的 描述 通过 胰 和 蛋白 酶 收获 所 有 的 孔 中 包含 的 
IMR-90 细 胞 并 汇集 在 一 起 .过 滤 汇 集 的 细胞 以 除 掉 聚 块 , 置 于 冰 上 直至 分 选 。 

[0212] ”使 用 FACs DIVA (压力 为 25psi, 具有 能 测量 10 微 米 的 尖端 大 小 ) 将 经 选择 的 细胞 分 
选 进入 含有 M20F/50mM Hepes 绥 冲 液 的 15ml 锥 型 管 中 。 分 选 是 基于 低 水 平 至 中 等 水 平 的 
eGFP, 其 与 0ct4 和 Sox-2 的 表达 水 平 相关 ,以 及 基于 低 水 平 至 中 等 水 平 的 mRFP ,其 与 Nanog 和 
Lin28 的 表达 水 平 相关 。 本 发 明 人 还 在 不 存在 Lin28 的 情况 下 进行 了 该 实验 ,其 中 表达 不 同 
水 平 的 Nanog 的 细胞 可 以 被 特异 性 分 选 出 来 。 重 编程 效率 与 数量 渐 增 的 Nanog 相 关联 ,因此 ， 
表达 中 等 水 平 至 高 水 平 的 Nanog 的 细胞 (由 mRFP 强 度 反 映 ) 被 分 选 。 
[0213] ”根据 如 FACs 所 测 的 对 于 eGFP 或 mRFP 呈 阳性 的 细胞 分 数 ,平均 来 讲 , 大 约 有 85% 的 
IMR-90 细 胞 被 每 种 病毒 感染 ;收集 了 大 约 3x10^ 至 2x 10? 个 细胞 。 在 分 选 过 程 中 细胞 保持 在 
冰 上 并 受 冷 ,直至 铺 板 。 同 一 天 ,使 用 MI0F 将 细胞 定 容 至 总 体积 为 10m1 ,然后 置 于 单 层 的 经 
辐射 的 在 1 至 6 天 前 铺 板 的 MEF 上 (大约 7.5x 10“ 个 细胞 /毫升 ) ,将 细胞 在 MIOF (不 含 抗生素 ) 
中 的 MEF 上 再 培养 3 天 ,以 允许 分 选 后 的 恢复 和 附着 。( 按 照 方法 1 中 的 描述 制备 MEP) ,在 感染 
后 6 天 ,使 用 补充 了 100ng/m1 斑 马 鱼 FGF 的 10ml CM 和 替换 MLOF ,并 且 每 日 进行 更 换 直 至 形成 重 
编程 的 群落 。 

[0214] ”实施 例 4- 重 编程 的 细胞 的 选择 
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[0215] 


让 先 通 过 形态 学 以 及 eGFP 和 mRFP 表 过 的 袁 拓 米 竹 定 重 顷 程 的 细胞 。 群 沙包 合 局 度 


紧凑 的 细胞 ,其 具有 扩大 的 细胞 核 和 多 个 核 仁 。 目 


范围 内 的 群落 。 


前 ,本 发 明 人 挑选 了 感染 后 20 至 40 天 时 间 


通过 手工 挑 取 群落 并 转移 至 含有 经 辐射 的 MEF 的 孔 (48、24 至 6 个 孔 ) 中 (7 .5x 


10 个 细胞 /毫升 ) ,转移 后 那天 不 对 其 进行 饲养 ,然后 开始 每 天 以 CM 进行 饲养 ,直至 群落 数 


[0216] 


步骤 的 次 序 进行 改 : 
如 本 文 描述 


日 扩大 至 足以 进行 
和 0ct4) 进 一 


分 离 和 冷冻 。 使 用 细胞 表面 标志 物 (上 


步 表 征 iPS 克 隆 并 进行 核 型 分 析 , 以 鉴 
根据 本 公开 文本 ,无 需 过 量 


法 ,虽然 已 经 以 优选 实施 方式 的 形式 描述 了 本 发 明 的 旨 
员 明 显 的 是 ,可 以 不 脱离 本 发 明 的 概念 


的 试剂 ,但 仍然 获 和 


更 具体 而 言 , 明 显 的 是 , 某 些 化 学 和 生 直 
号 相同 或 相似 的 结果 。 对 于 本 领域 技术 人 员 明 显 的 所 有 的 此 


7 


化 林 


实验 即 可 实现 并 


HSSEA 3、SSEA 4、Tra-1-60、SSEA 1 
染色 体内 的 任何 异 稍 。 
执行 本 文公 开 和 要 求 保护 的 所 有 方 
日 合 物 和 方法 ,但 是 对 本 领域 技术 人 
青 神 和 范围 而 对 如 本 文 描述 的 方法 、 方 法 的 步 又 或 
LE 学 上 均 相 关 的 试剂 可 以 蔡 换 


类 相似 的 蔡 换 和 修饰 都 被 认为 是 在 如 随 附 的 权利 要 求 所 定义 的 本 发 明 的 精神 范围 和 概念 


之 内 。 
[0217] 
[0218] 
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ET SEHI suyi 
(党 音 如 省 由 ) 科 论 钨 部- 
(GD 要) 重建 各 辐 - 
(dw dD Dy ) 汪 壬 - 

体 守 灶 夫 和 = WIS 

国 村 于 够 于 = DA 


电量 江美 量 茸 天 吉 =daam 
己 蝇 守 姜 名 其 重 洲 央 =4493 


ELE SHI HLL 


MT Sa HT 


图 1 
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